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1. RESUMEN

En seres humanos, uno de los principales componentes del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC) es el sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos
(HLA), el cual se considera que es la regibn mas polimorfica en el genoma
humano. Con mas de 100 genes con funciones inmunolégicas, esta region
gendmica se ha estudiado por muchos afios con notables avances en la
inmunologia clinica. El sistema HLA es reconocido por su importancia en
trasplantes y sus asociaciones con enfermedades infecciosas, enfermedades
autoinmunes, asi como en estudios de diversidad en poblaciones. En la presente
tesis se analizaron los alelos HLA de clase | y Il en una muestra de 1994
pacientes, tanto receptores como donadores en protocolo de trasplante renal y
receptores en protocolo de donador fallecido pertenecientes a la Zona
Metropolitana de Valle de México (ZMVM), de los cuales se obtuvieron los
correspondientes haplotipos HLA-A/-B/-DRB1/-DQB1. Las tipificaciones se
realizaron por el método de PCR-SSOP y PCR-SSP.

A partir de los andlisis realizados, se obtuvo que no existe diferencia significativa
entre receptores y donadores dentro de la muestra estudiada. Para ambos grupos,
se determinaron las frecuencias alélicas y haplotipicas del sistema HLA. Producto
de ello, se encontraron casi en su totalidad todos los grupos alélicos del sistema
HLA, lo que manifiesta la gran diversidad alélica presentada por nuestra poblacion;
entre los alelos que con mayor frecuencia se encontraron se cuentan los
siguientes: HLA-A: A*02, A*24, A*68, A*31 y A*01; HLA-B: B*35, B*39, B*40:02,
B*15:01y B*51; HLA-DRB1: DRB1*04, DRB1*08, DRB1*14, DRB1*13 'y DRB1*01,
finalmente para HLA-DQB1: DQB1*03:02, DQB1*03:01 y DQB1*04. Por su parte,
los haplotipos obtenidos con mayor frecuencia reflejan a la ancestria nativa
americana como predominante en nuestra poblacion, lo cual concuerda con otros
estudios realizados en esta misma, los haplotipos mas frecuentemente
encontrados fueron: HLA-A*02/-B*39/-DRB1*04/-DQB1*03:02; HLA-A*02/-B*35/-




DRB1*08/-DQB1*04; HLA-A*68/-B*39/-DRB1*04/-DQB1*03:02; HLA-A*02/-B*35/-
DRB1*04/-DQB1*03:02; HLA-A*24/-B*39/-DRB1*04/-DQB1*03:02. Se estudi6 el
desequilibrio de ligamiento (LD) de los loci HLA-A/-B, HLA-B/-DRB1y HLA-DRB1/-
DQB1, lo cual mostré fuertes asociaciones entre HLA-A*01/-B*08; HLA-A*29I-
B*44; HLA-A*02/-B*52; HLA-A*02/-B*51; HLA-A*02/-B*15:01; HLA-B*14:02/-
DRB1*01; HLA-B*08/-DRB1*03:01; HLA-B*07/-DRB1*15; HLA-B*18/-DRB1*03:01
y HLA-B*44/-DRB1*07; en cuanto a las asociaciones HLA-DRB1/-DQB1 todas
presentaron valores significativos para LD, destacando HLA-DRB1*10/-DQB1*05;
HLA-DRB1*04/-DQB1*03:02; HLA-DRB1*01/-DQB1*05; HLA-DRB1*03:01/-
DQB1*02 y HLA-DRB1*08/-DQB1*04. En base a las asociaciones entre pares de
alelos y los haplotipos encontrados, se determind la ancestria y el origen
poblacional de los mismos, en funcion del origen histérico y la composicion
demografica de nuestra poblacion a lo largo del tiempo. Finalmente se encontrd

que en los genes de HLA clase I, el equilibrio de Hardy-Weinberg no se cumple.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son de gran relevancia para
futuros estudios genéticos en los diversos grupos poblacionales del pais, en
particular por su aplicacion en los protocolos de trasplante asi como por su
asociacion a enfermedades y su futura aplicacion en areas como la
farmacogenética; todo esto con el fin de explotar el potencial del sistema HLA y
sus implicaciones, mas alla de su funcion como moléculas presentadoras de

antigenos.




2. INTRODUCCION

La tarea de presentar antigenos para que sean reconocidos por los linfocitos T,
corre a cargo de proteinas especializadas, expresadas en la superficie celular y
que son codificadas por genes presentes en el locus denominado Complejo

Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, MHC).

En el ser humano, el MHC es conocido como sistema HLA (Antigenos
Leucocitarios Humanos) por que estos antigenos fueron inicialmente identificados
y caracterizados usando aloanticuerpos contra leucocitos. Anticuerpos Leucocito-
aglutinantes (leucoaglutininas) fueron observados en el suero de mujeres
multiparas y pacientes previamente transfundidos. Se encontré que el rechazo a
los injertos estaba asociada al desarrollo de anticuerpos contra leucocitos
alogénicos. Concluyéndose asi que las diferencias en los alelos del HLA entre
personas, son determinantes importantes del rechazo de injertos de un individuo a
otro. Se han identificado a la fecha, diversos locus genéticos polimorficos y que

codifican para los antigenos expresados en los leucocitos humanos.

Las frecuencias de alelos HLA y sus patrones de desequilibrio de ligamiento
varian entre diferentes poblaciones humanas, por lo cual el estudio del
polimorfismo HLA ha sido relevante en estudios de genética antropoldgica, en la
diferenciacion interpoblaciones e intrapoblaciones, lo que permite definir grupos
étnicos especificos, mezclas raciales, distancias genéticas y patrones de

migracion.

De igual manera, la caracterizacion del polimorfismo de estas moléculas en una
determinada poblacion es una poderosa herramienta en la practica clinica para la
realizacion de estudios de asociacion HLA con diversas enfermedades y en el
caso de trasplantes de drganos, particularmente trasplantes renales, permite
calcular la probabilidad de encontrar un donante en una poblacion particular,

compatible para determinado receptor y estimar los tiempos de espera, asi como
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para obtener un mejor prondstico en la supervivencia del injerto al encontrar un

binomio HLA compatible.

Debido a lo anteriormente descrito, surge la necesidad de determinar las
frecuencias alélicas y haplotipicas de los genes pertenecientes al sistema HLA en
la poblaciéon mestiza mexicana, procedente de la Zona Metropolitana del Valle de
México (ZMVM), para lo cual se empleara una poblacién aparentemente no
sesgada de pacientes dentro del protocolo de trasplante renal y sus potenciales
donadores sanos, asi como pacientes en lista de espera del protocolo de donador
fallecido, que acudieron al laboratorio de Histocompatibilidad del Banco Central de
Sangre de la Unidad Médica de Alta Especialidad-Hospital de Especialidades, del
Centro Médico Nacional SXXI (BCS UMAE-HE CMN SXXI) durante el periodo de
2005 a 2011.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades historicas del descubrimiento del MHC
(Complejo Principal de Histocompatibilidad)

El descubrimiento del MHC se originé a partir del estudio de la biologia de los
tumores, en especial el trasplante de tumores alogénicos, entendiéndose como
alogénico a aquel tejido perteneciente a un individuo de la misma especie pero no
de la misma estirpe que la de dicho individuo. Los primeros estudios comenzaron
en el ano 1900, cuando los genetistas Ernest Tyzzer y Clarence Little descubrieron
a partir de trasplantes entre descendientes de cruzas de ratones, que la
susceptibilidad al crecimiento de tumores alogénicos estaba genéticamente

determinada por unos 15 genes, alin desconocidos en aquel tiempo. (" @

Posteriormente, en el afo 1936, el genetista George Snell et al., en los
laboratorios Jackson, realizaron estudios sobre los genes que conferian
resistencia al tumor y su relacion con el rechazo a implantes entre ratones de
cepas endogamicos como de entre cepas distintas. (" En el experimento de Snell,
cuando se realizaron injertos de piel entre las cepas endogamicas, el 6rgano fue
aceptado, mientras que los injertos a las cepas distintas fueron rechazados. Dicho
estudio lo llevd a concluir que el reconocimiento de un tejido como propio o
extrafio es de caracter hereditario y a los genes involucrados los denominé genes

de histocompatibilidad o genes H. ©

Por su parte, Peter Gorer, patélogo inglés, caracterizé6 una considerable cantidad
de antigenos, los cuales eran responsables del rechazo no solo de tumores
alogénicos, sino también de tejidos sanos alogénicos @ El y Snell combinaron sus
resultados, con el objetivo de identificar a los genes de importancia responsables
de ese rechazo, para ello criaron cepas de ratones congénicos, en las que los
ratones son idénticos en todo, excepto en lo que se ha seleccionado que sea
diferente. Los analisis de los ratones congénicos, que se seleccionaron por su

capacidad para rechazar injertos realizados entre ellos, mostraron que una unica
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region genica era la principal responsable del rechazo agudo del injerto, éste locus
concreto identificado en los ratones por el grupo de Snell estaba relacionado con
un gen situado en el cromosoma 17 que codifica un antigeno de grupo sanguineo
polimorfo denominado antigeno Il y que habia sido caracterizado por Gorer; por lo
tanto, esta region recibio el nombre de locus de histocompatibilidad 2 o,
simplemente, H-2. Inicialmente, se pensd que este locus contenia un solo gen que
controlaba la compatibilidad de los tejidos. Sin embargo, se observaron una serie
de acontecimientos de recombinacion ocasionales en el locus H-2 durante el cruce
de diferentes cepas, que indicaban que contenia varios genes diferentes aunque
muy relacionados, cada uno de ellos implicado en el rechazo de injertos. Por lo
tanto, el locus H-2 se convirtié en el locus principal de histocompatibilidad en ratén
® Sin embargo, fue hasta los anos 1944-1945 cuando Peter Medawar establecio
por primera vez que el rechazo de trasplantes alogénicos estaba causado por una

respuesta inmune contra el injerto. ")

A partir de todos estos estudios, la zona génica que controla el rechazo de injertos
y que contiene varios genes relacionados se denomind “Complejo Principal de
Histocompatibilidad” (MHC por su nombre en inglés: Major Histocompatibility
Complex). Otros genes que contribuyen en menor medida al rechazo de los tejidos

se denominan genes secundarios de histocompatibilidad. ¥ ©

Como ya se menciono, los genes involucrados en la histocompatibilidad varian de
un individuo a otro. Esto es atribuible al polimorfismo de dichos genes, los cuales
codifican para las moléculas encargadas del reconocimiento tisular. Cuando
hablamos de polimorfismo, se hace referencia al hecho que si bien todos los
ratones, como los empleados en la investigacion de Snell, poseen los genes del
reconocimiento de lo propio de lo extrano, existen variaciones entre cada cepa, es
decir, formas alternativas del gen, o variantes, que se presentan en una frecuencia

estable dentro de una poblacion. ®
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3.1.1. Descripcion del sistema HLA (Antigenos Leucocitarios
Humanos).

En cuanto a los seres humanos, el descubrimiento del MHC humano, llamado HLA
(Human Leukocyte Antigen), ocurrié hasta mediados del siglo pasado. Para 1958,
Jean Dausset, Jon van Rood y Rose Payne publicaron tres articulos en los que
sientan las bases de lo que seria la formacién del complejo HLA, en humano. Jean
Dausset, et al., demostraron por primera vez que los pacientes que rechazan los
trasplantes de riidn o que presentan reacciones a los leucocitos en las
transfusiones, contienen elevadas concentraciones de anticuerpos circulantes
dirigidos hacia los antigenos presentes en la superficie de los leucocitos del
donante, tanto de la sangre como del 6rgano donado. A este suero que reacciona
en contra de células de individuos alogénicos se le conoce como aloantisuero, y
se dice que contiene aloanticuerpos que estan dirigidos contra los aloantigenos.
Se supuso que, al igual que en los ratones, estos eran genes polimoérficos que
variaban de un individuo a otro. Se recogieron conjuntos de aloantisueros
procendentes de donantes inmunizados con aloantigenos, como las mujeres
multiparas (inmunizadas por los aloantigenos paternos expresados por el feto
durante el embarazo), voluntarios inmunizados activamente y receptores de
transfusiones o trasplantes. Estos sueros se compararon segun su capacidad de
unirse y lisar linfocitos procedentes de diferentes donantes y, gracias a los
anticuerpos presentes en aquellos sueros, se identificaron diversos loci genéticos
polimorfos, agrupados conjuntamente en un unico /ocus en el cromosoma 6, cuyos
productos son reconocidos por los aloanticuerpos. Como estos aloantigenos se
expresan en los leucocitos humanos, se denominaron Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA). Asi, posteriormente se estudiaron a familias completas en busca
de armar el mapa del locus del HLA. De hecho, el crédito del descubrimiento del
primer antigeno HLA pertenece a Dausset, siendo él quien resaltaria la
importancia a futuro de dichos antigenos en los trasplantes, en particular los

trasplantes de médula 6sea. (V' ©
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A principios de la década de 1960, Dausset, van Rood, et al. obtuvieron evidencia
de que los antigenos HLA son fuertes antigenos de histocompatibilidad, lo cual fue
confirmado por Ceppellini et al. y Amos et al., al demostrar que injertos de piel
entre hermanos HLA-idénticos (que heredaron el mismo haplotipo de HLA de
ambos padres) tiene una supervivencia significativamente mayor con respecto a
los hermanos que diferian en uno o ambos haplotipos de HLA, con lo que se
concluy6 que el hecho de que el injerto de piel desencadenara la produccion de
anticuerpos contra los antigenos de HLA del donador era evidencia de que los

antigenos HLA son importantes antigenos de histocompatibilidad. M

Terasaki et al. presentaron en 1965 los primeros datos que sugirieron la
correlacion entre la compatibilidad de HLA y la supervivencia del aloinjerto renal 0,
De hecho, todos los resultados hasta esa fecha sobre injertos renales y de piel,
junto con otras evidencias, demostraron que, en efecto, las moléculas de HLA
eran en realidad el MHC humano, tal como se habia demostrado con el complejo
H2 en ratones ®. Para inicios de 1970, ya se habia aceptado que la supervivencia
de riflones trasplantados entre hermanos HLA-idénticos era superior a cualquier
otra combinacion; siendo a la fecha, la concordancia de los antigenos HLA-A, -B'y
-DR entre receptor y donador, tanto vivo como cadavérico, un factor importante a

considerar en la aplicacion clinica (.

A pesar de todos estos descubrimientos, hasta ese entonces, el unico rol que se le
asignaba al MHC era el de rechazo a injertos, esto era un problema para el
entender de los inmundlogos, debido a que el trasplante de tejidos no es un
fendmeno natural y no existia ninguna razén obvia por la que una serie de genes
se hubieran conservado a lo largo de la evolucidén ("), spor qué el genoma
reservaria éstos grandes segmentos génicos? Las primeras respuestas a esta

interrogante vinieron de estudios en ratones.

A partir de las décadas de 1960 y 1970 se descubrié la gran importancia de los

genes del MHC en la respuesta inmunitaria frente a antigenos proteicos.
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Estudios realizados en 1963 por Green, Paul y Benacerraf demostraron que, en
cobayos endogamicos, la respuesta inmune contra antigenos polipeptidicos
sintéticos estaba genéticamente controlada por un solo gen. ©® Simultaneamente,
en 1968, McDevitt, Chinitz y Tyan mostraron que la habilidad de los ratones para
desarrollar respuesta de anticuerpos ante una serie de antigenos polipeptidicos
sintéticos era un rasgo genético ligado al complejo H-2, dando lugar al concepto
de genes de respuesta inmune (Ir), los cuales controlan respuestas inmunes
especificas "9 . En otras palabras, ambos grupos de investigacion comprobaron
que cepas consanguineas de cobayos y ratones diferian en su capacidad para
elaborar anticuerpos frente a polipéptidos sintéticos simples y que esta respuesta
se heredaba con un patron mendeliano dominante. Ahora se sabe que los genes Ir
son genes que codifican moléculas del MHC que difieren en su capacidad para
unirse y presentar péptidos derivados de diversos antigenos proteinicos. Las
cepas sensibles heredan los alelos del MHC cuyos productos se unen a dichos
péptidos, formando complejos péptido-MHC que pueden ser reconocidos por los
linfocitos T cooperadores. Las cepas no sensibles, en cambio, expresan moléculas
del MHC que no son capaces de unirse a péptidos derivados de esos antigenos vy,
por lo tanto, no pueden generar linfocitos T cooperadores ni anticuerpos

especificos para el antigeno. () ®)

En 1972, Kindred y Shreffler reportaron por primera vez que la cooperacién entre
células T y B requeria compatibilidad de sus moléculas del MHC para la
interaccion de dichas células. Un afio después, se mostro que ello mismo era
necesario para la interaccion del antigeno asociado a macrofago con las células T
() (12 (13) " Sin embargo, Rolf Zinkernagel y Peter Doherty fueron los primeros en
demostrar (en 1974) el papel critico de los genes del MHC en la respuesta inmune
mediada por los linfocitos T, ya sean T citotéxicos (CD8+) como T cooperadores
(CD4+); ya que descubrieron que las células T sélo reconocian antigenos extrafos
cuando el antigeno era presentado por células que compartieran los mismos
antigenos de MHC de la célula presentadora de antigenos inicial. Este hecho
explicaba todos los experimentos sobre los efectos del gen Ir y la necesidad de

histocompatibilidad para la interaccion entre células del sistema inmune. A dicho
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fendmeno, que consiste en que los péptidos se unan a las moléculas de MHC y
que dichos complejos sean reconocidos en conjunto en la superficie celular por el
receptor de las células T, se le denomina restriccion por MHC. Este fenébmeno
también explicaria el aloreconocimiento, el cual involucra el reconocimiento, por
parte de los linfocitos T, de complejos de péptidos alogénicos unidos a moléculas
HLA propias, o bien de alomoléculas de HLA y sus péptidos de union. Asi mismo,
también se observa que existen limitaciones en la habilidad de ciertas moléculas
HLA para unirse a todo tipo de péptidos. Sin embargo, mas alla de todos estos
descubrimientos, ellos propusieron que todo esto explicaria como las moléculas
del MHC son fuertes antigenos de histocompatibilidad y que pueden incluso,

predisponer a enfermedades. (V) ©) (14 (15

3.2. Organizacién genomica del HLA.

El complejo genético de HLA se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 6, en el segmento 21.2-21.31 y se encuentra entre las primeras
regiones de multi-megabases del genoma humano en ser completamente
secuenciadas "® ") Con 224 loci identificados, de los cuales se estima que 128
son expresados, en una secuencia de aproximadamente 3.6 megabases (Mb), el
MHC es por mucho la region mas polimoérfica de todo el genoma humano, asi
como la region genéticamente mas densa. El promedio de densidad génica
(incluyendo pseudogenes) a lo largo de toda la secuencia es de 1 gen por cada 16
kilobases (Kb) con distintas variaciones regionales. En términos genéticos
clasicos, el MHC se extiende aproximadamente 4 centimorgans (cM), lo que
significa que se produce entrecruzamiento dentro del MHC con una frecuencia de
alrededor de 4% en cada meiosis ' ©). La regién del MHC consta de una serie de
genes que se encuentran agrupados como clase |, clase Il y clase Ill. Los genes
de clase Il se localizan en posicion centromérica, mientras que los genes de clase
| se orientan hacia el telomero, los genes de clase Il estan localizados entre estas

dos regiones génicas. Sin embargo, analisis realizados a las regiones inmediatas
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de dicho segmento, revelan que las regiones “clasicas” de clase | y Il se extienden
mas alla de lo que previamente se pensaba, estas regiones son referidas como
regiones “extendidas” de clase | y Il. El MHC extendido para humanos (xMHC)
cubre un total de 7.6 Mb e incluye 421 loci, de los cuales 252 se clasifican como
genes expresados (de los que el 28% poseen alguna funcién en la inmunidad), 30

se describen como transcritos y 139 como pseudogenes. V(10 (17 (18)

Los genes localizados en las regiones | y Il codifican antigenos de superficie,
mientras que los genes de la region |l codifican para diversas proteinas solubles
involucradas en la inflamacion, incluyendo C2 y C4 de la via clasica del
complemento, el factor B de la via alterna, la 21-hidroxilasa A y B y la superfamilia
de los factores de necrosis tumoral (TNF), ésta ultima es en ocasiones referida
como region de clase IV © "9 parece ser que la regién de clase Ill posee nulos
0 escasos pseudogenes en contraste con las regiones de clase | y Il, en donde se
encuentran de forma abundante. Una posible explicacion para mantener altos
niveles de pseudogenes seria por su participacion en la generacién de nuevos
alelos por conversion génica, fendmeno que ha sido observado en otros /loci de

expresion inmune en el humano ('

La regién clase | es la region mas telomérica y abarca un segmento cromosoémico
de unas 1600 Kb. Comprende seis subgrupos de genes cuya nomenclatura esta
relacionada con el orden cronoldgico de su descripcion, estructura, funcionalidad y
patron de expresion celular. A este grupo pertenecen los genes HLA-A, -B y -C,
también denominados “clasicos” o /a, los cuales fueron los primeros en ser
descritos dentro del sistema HLA y codifican para las cadenas pesadas de las
moléculas de clase |. Por su parte, los genes de clase | “no clasicos” o Ib son HLA-
E, -F y -G, los cuales codifican para proteinas estructuralmente similares a las de
los genes clasicos y se diferencian por su restringida expresion tisular y su bajo

polimorfismo %

; se sabe que las proteinas HLA-E, -G tienen una funcién en el
reconocimiento antigénico por las células Natural Killer (NK), sobre todo antigenos
glicosilados © "®_ Cabe mencionar que en la regién de clase | se encuentran

también los genes clase I-like MICA y MICB, cuyo perfil de expresion sugiere un
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posible rol en el sistema inmune de la mucosa del intestino y otros tejidos, y los
pseudogenes HLA-H, -J, -K'y -L, que tienen en comun la presencia de deleciones
que generan codones de terminacion prematuros, en particular el pseudogen HLA-

H parece estar implicado en el metabolismo del hierro (18 (20)

La region de clase Il es la regidon mas centromérica del sistema y comprende unas
900 Kb. Esta region es particularmente notable porque casi todos los genes que

(7 Consiste en tres

se encuentran en ella desempefian una funcién inmunitaria
subregiones, cada una contiene genes A y B, que codifican para las cadenas a y
B, respectivamente. Esas subregiones, de centromero a telomero son: HLA-DP, -
DQ vy -DR. Los genes de clase Il se definen con la letra D, seguida de la inicial de
la subregion (P, Q o R). Cada subregion se compone a su vez de varios genes %
Por ejemplo, la familia de genes que codifican para la proteina DR consiste en un
unico gen DRA y mas de 9 genes DRB (que van desde DRB1 hasta DRB9). El gen
DRA codifica para la cadena constante a, la cual se une a las cadenas 3
codificadas por los genes DRB. Las especificidades del antigeno HLA-DR estan
determinadas por las cadenas polimérficas DRB1, codificadas por los alelos DRB1.
Los haplotipos HLA de ciertos alelos DRB1 contienen vinculados especificamente
a los locus DRB3, DRB4 o DRB5. Cada familia DP y DQ tienen un gen expresado
para las cadenas a y B y pseudogenes adicionales no expresados. Los productos
de los genes DQAT1 y DQB1 se asocian para formar las moléculas DQ y los

productos de los genes DPA1y DPB1 forman a las moléculas DP ©),

Entre las subregiones -DP y -DQ aparecen otra serie de genes, éstos son -DN, -
DO, -DMA y -DMB. Estos dos ultimos, codifican para una molécula similar a las de
clase Il, la proteina HLA-DM, que interviene en la union del péptido a las
moléculas de clase Il. Ademas, en esta misma zona también se han descrito a los
genes PSMB8 y PSMB9 que codifican componentes del proteosoma responsables
de transformar proteinas en péptidos, asi como a los genes TAP (TAP1y TAP2)
que codifican para proteinas transportadoras de péptidos (transportador asociado

al procesamiento antigénico) del citosol al interior del reticulo endoplasmico para

19



su union a las moléculas HLA clase | y formar el complejo HLA-péptido (Figura 1)
(5) (20)

Existen formas alternativas o variantes de genes, con frecuencias fijas en los
diferentes miembros de la poblacion. Dichos genes se consideran polimorfos y
cada una de las variantes comunes de un gen polimorfo se conoce con el nombre
de alelo. Para algunos loci del HLA se han identificado mas de 250 alelos
mediante analisis serologicos. La secuenciacion molecular ha demostrado que un
alelo simple del HLA definido con pruebas serolégicas puede constar de multiples
variantes que difieren ligeramente. Por consiguiente, el polimorfismo es incluso

mayor del previsto a partir de los estudios seroldgicos ®),

Figura 1. Mapa génico del Complejo Principal de Histocompatibilidad humano (MHC). Se muestra
el mapa génico del MHC, de telémero a centromero del brazo corto del cromosoma 6, dentro del
segmento 21.31.
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3.2.1. Polimorfismo y surgimiento de nuevos alelos.

Ningun loci en el ser humano es tan polimoérfico como los loci del sistema HLA. Y
para el gen HLA-B se ha confirmado que es la region mas polimorfica de todo el
genoma ") A |a fecha, se conocen 6725 alelos para el sistema HLA clase | y 1771
alelos para la clase Il, de los cuales 2132 alelos corresponden al locus A, 2798

21): para

alelos al Jocus B, 1196 alelos al locus DRB1 y 179 alelos al locus DQB1
darnos una idea de la inmensidad de dicho polimorfismo, podria decirse que el
numero tedrico de posibles fenotipos que resultan de todas las combinaciones de
alelos HLA es mas grande que la poblacion humana en la Tierra 22) Debido a éste
extenso polimorfismo, el sistema HLA es responsable de las mayores diferencias

inmunogenéticas entre individuos de una poblacion y entre poblaciones .

Esta variabilidad es aparentemente mantenida en las poblaciones humanas dada
la necesidad de presentar exitosamente un amplia variedad de péptidos exdégenos
procesados al receptor de células T. Se piensa que este gran polimorfismo es
conducido y mantenido por la constante interaccién entre nuestro sistema inmune

y los patdgenos infecciosos (') (?2),

La gran mayoria de los polimorfismos encontrados en los genes de clase | y Il
ocurren en los exones que codifican para los dominios a-1y a-2 (clase I, exones

2-3) y a-1 y B-1 (clase Il, exdn 2), en los cuales se unen los péptidos procesados
(22)

Los polimorfismos de un solo nucledtido (single-nucleotide polymorphism, SNP)
son el tipo de variacion mas comun, y de estos los SNPs codificantes (cCSNPs) son
los subtipos de variacion mas informativos. Sin embargo, el polimorfismo no esta
sélo restringido a SNPs, el MHC es rico en polimorfismos de delecion/inserciéon

(Deletion/Insertion Polymorphisms, DIPs) ('8,
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Cabe mencionar que los alelos ancestrales del sistema HLA que definen serotipos
especificos probablemente son anteriores a la aparicién de seres humanos como
especie y también se presentan en otros primates. Sin embargo, la microvariaciéon
dentro de los serotipos es un fendmeno tal vez mas reciente. Por ejemplo, los
inmigrantes que atravesaron el estrecho de Bering hacia América hace mas de
10000 anos probablemente poseian el alelo DRB1*08:02 en alta frecuencia,
mientras que hoy en dia, en los nativos americanos, algunas variantes sutiles
como DRB1*08:07 y *08:11, se encuentran en la misma proporcion que
DRB1*08:02. Estas variantes se cree que han surgido en los individuos con
DRB1*08:02 a través de mutaciones en las células germinales. Nuevos alelos
parecen emerger a una velocidad bastante alta y llegan a fijarse en las
poblaciones, en teoria, si estos proveen una ventaja selectiva en presentar
péptidos de organismos infecciosos. Los nuevos alelos son generados via
mutaciones puntuales, recombinacion y conversién génica ®?. A partir de esto

podemos entender la vasta cantidad de polimorfismos dentro del sistema HLA.

3.2.2. Desequilibrios de ligamiento

Ademas de la presencia de polimorfismos, debemos considerar otros aspectos
dentro del comportamiento genético y herencia del sistema HLA en las
poblaciones. Cabe sefialar que el conjunto de alelos del MCH presente en cada
segmento cromosomico se denomina haplotipo del MHC. Dado que los genes HLA
estan cercanamente unidos (Figura 1), el MHC es heredado completamente como
un haplotipo HLA en un patrén mendeliano de parte de cada padre, es decir, se
hereda en bloque en un gran porcentaje de las ocasiones. Todos los individuos
heterocigotos tienen dos haplotipos HLA. A partir de los estudios de la
segregacion de los haplotipos HLA dentro de las familias, se sabe que de dos
hermanos, existe el 25% de posibilidad de ser genotipicamente idénticos en el
HLA, 50% de probabilidad de ser haploidénticos (es decir, que compartan un
haplotipo) y el 25% de probabilidad de que no compartan ningun haplotipo HLA
(Figura 2). ©) ©) )
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Figura 2. Herencia mendeliana de los haplotipos de HLA demostrada en estudios familiares.

En los seres humanos, determinados alelos HLA presentes en diferentes loci se
heredan conjuntamente con mas frecuencia de lo que cabria esperar por una
asignacion al azar, ello es un fendmeno que se denomina desequilibrio de
ligamiento (linkage disequilibrium, LD). Es decir, es la fuerza con la que se
mantienen juntos los alelos en un bloque. Por ejemplo, HLA-A1, -B8, -DR17 es el

haplotipo mas comun de HLA entre los europeos, con una frecuencia de 0,05. ©
(23)

Este fendmeno tiene importantes implicaciones biolégicas y clinicas. En grandes
poblaciones con LD, como las de los grupos humanos, las frecuencias genéticas
alcanzan rapidamente el equilibrio dentro de la poblacion después de una o dos
generaciones, a no ser que algun tipo de seleccién positiva o negativa esté
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actuando sobre el gen y que rompa dicho equilibrio. A diferencia de cuando existe
el equilibrio, la ocurrencia de cualquiera de los dos alelos HLA en un haplotipo
particular deberia ser al azar, es decir, un evento independiente gobernado solo

por las frecuencias genéticas de la poblacién. *¥

Los efectos del LD frecuentemente pueden ser vistos a través de un haplotipo
completo que incluye a los genes del MHC de clase I, Il y lll. EI LD es
especialmente alto entre moléculas de HLA clase Il, en los alelos HLA-DRB1 vy -
DQB1 y entre los alelos HLA-B y -C. Aunque las bases evolutivas para el LD son
especulativas, ciertas combinaciones de genes HLA podrian haber provisto de
ventajas de supervivencia selectiva en algunas poblaciones humanas, y se ha
observado que éste mismo varia dentro de cada grupo poblacional ?¥). De hecho,
los patrones de LD son importantes para desentraiar la historia evolutiva de los
seres humanos, que incluye la identificacion de efectos demograficos como el
crecimiento de la poblacion, el efecto “cuello de botella” en el que una reduccién
temporal en el tamafio de la poblacion ocasiona la pérdida de variacién genética,
la mezcla de dos 0 mas poblaciones genéticamente distintas y la deteccion de

selecciéon natural en una poblacion ©®

. He aqui que la existencia de regiones
conservadas de DNA, mantenidas de generacion en generacion a través de una
relativa ausencia de recombinacion genética, han sido descritas ampliamente para

el sistema genético de HLA ?® 27,

Otra ventaja de conocer el LD es que, al estudiar los marcadores conocidos que
muestren un fuerte LD con la variante causal de una enfermedad, o la
susceptibilidad a una, dichas variantes pueden ser detectadas a través de la
presencia de asociaciones en sitios cercanos, obteniéndose la mayor cantidad de
informacion sin la necesidad de determinar el genotipo de todas las variaciones en

la region de interés. ?® %

Finalmente, el LD posee aplicaciones clinicas importantes, especialmente en la
seleccion de donador para trasplante. Los donadores para pacientes con cierto
fenotipo de HLA como HLA-A2/-B35, se encontrarian con mayor facilidad dentro
de la poblacién puesto que los alelos de estos antigenos se encuentran en un
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fuerte LD en la poblacion mestiza mexicana. En contraste, donadores para
pacientes con un fenotipo HLA que no muestre LD son proporcionalmente mas

dificiles de encontrar. ¥

3.3. Nomenclatura

Dado el alto grado de polimorfismo en las moléculas HLA, surgié la necesidad de
una nomenclatura sistematica. La responsabilidad de nombrar los nuevos genes y
secuencias alélicas HLA, asi como su control de calidad, corre a cargo del comité
de Nomenclatura WHO. Existen actualmente en uso dos tipos de nomenclatura
HLA. La forma seroldogica, establecida en 1975 y modificada en 1984, se
encuentra basada en la especificidad (epitopos) de los productos génicos del HLA,
los cuales habian sido definidos por técnicas inmunoldgicas @ Para entonces ya
se habian introducido los términos clase I para describir a los antigenos A,By Cy
clase Il para describir a los antigenos DR, DQ y DP. La segunda forma, la
molecular, con uso oficial en la actualidad, fue establecida en 1987 y esta basada

sobre los alelos definidos por secuenciacion de los nucledtidos. 4 ™

En la nomenclatura molecular se siguen los siguientes principios: las letras HLA,
que designan el sistema genético, seguido de un guion, las letras mayusculas (ej.
A, B, C, DR, DQ) designan las series segregadas, mientras que la parte numérica
designa la especificidad. Cabe aclarar que la “w” se remueve del nombre de los
alelos HLA-C, pero es retenida en los nombres de los antigenos HLA-C para evitar
la confusion con los factores del sistema del complemento “ 3. Actualmente,
cada nombre de un alelo HLA tiene un numero unico de cuatro, seis u ocho
digitos, dependiendo de su secuencia y separados por dos puntos. La longitud de
la designacion del alelo depende de la secuencia de éste y de la de su pariente
mas cercano. Todos los alelos reciben por lo menos un nombre de cuatro cifras,
que corresponde a los primeros dos conjuntos de digitos; seis y ocho digitos se

asignan solamente cuando son necesarios (Figura 3). ('8 2"
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Los primeros dos digitos describen la familia alélica, que corresponde a menudo al
antigeno seroldgico, llevado por un alotipo, el tercero y cuarto digitos se utilizan
para enumerar los subtipos (alelos, propiamente dichos), éstos numeros son
asignados de acuerdo con el orden en que se han determinado las secuencias de
DNA y que sefalan la especificidad dentro del grupo. Los alelos cuyos numeros
difieren en los primeros cuatro digitos deben diferir en una o mas sustituciones del
nucleotido que cambien la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada.
Los alelos que solo difieren en una sustitucion sinénima del nucleétido dentro de la
secuencia codificante son distinguidos por el uso del quinto y sexto par de digitos.
Los alelos que se diferencian solamente por cambios en la secuencia de los
intrones o en las regiones &' 0 3' no traducidas que flanquean los exones y los

intrones son distinguidas por el uso del cuarto par de digitos (idem),

Ademas del numero unico del alelo hay los sufijos opcionales adicionales, que se
pueden agregar a un alelo para indicar su estado de la expresion. A los alelos que
contienen un cambio en la secuencia que impide la expresion de la molécula
(generalmente coddén de paro) y que por lo tanto no contribuyen al fenotipo de la
célula, se les asigna el sufijo “N” de “Null”. El sufijo "L" se utiliza para indicar un
alelo que se ha demostrado tener baja expresion en la superficie de la célula en
comparacion a los niveles normales. El sufijo "S" ayuda a denotar un alelo que
codifica para una proteina que es soluble, es decir que se secreta y por lo tanto no
esta presente en la superficie de la célula. Una "C" anadida como sufijo indica un
producto del alelo que esté presente en el citoplasma pero no en la superficie de la
célula. Una "Q" afiadida como sufijo indica una expresion aberrante, donde hay
una cierta duda de si una proteina estad expresada. Una letra "Q" es agregada
como sufijo cuando la expresion de un alelo es "cuestionable", dado que la
mutacidén considerada en el alelo se ha demostrado previamente a la expresion
normal. Hasta abril del 2012, ningun alelo ha sido nombrado con los sufijos “C” o
“A” 191D (2) Actualmente, las estrategias de tipificacion basada en la secuencia
(SBT) empleadas en los laboratorios, usan las secuencias de los exones 2 y 3
para el analisis de HLA de clase | y el exén 2 para HLA clase de Il (secuencias de
los dominios de unién de péptidos). Debido a la naturaleza del analisis por SBT las
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combinaciones de muchos pares de alelos puede dar lugar a ambigluedades en la
asignacion de los resultados, es decir, no resuelven la tipificacién a nivel de un
solo alelo, por lo que solo es posible resolver la presencia o ausencia de un grupo
de alelos estrechamente relacionados, frecuentemente denominados “cadenas de
alelos”. Por ejemplo, para el caso de HLA-A*24, se han descubierto 21 alelos que
comparten las mismas secuencias de los exones 2 y 3 con HLA-A*24:02:01:01.
Para resolver este problema, en abril del 2010 se introdujeron los sufijos P y G. El
sufijo P se refiere a "péptidos/proteinas". Todos los alelos de HLA con las mismas
secuencias de nucledétidos que codifican para los dominios de unién del péptido se
les asigna el sufijo P siguiendo el alelo de dicho grupo con el menor numero
alelico. En este caso, el grupo de alelos HLA-A*24 que comparten las mismas
secuencias con HLA-A*24:02:01:01 se asignan como HLA-A*24:02P. O bien, se
puede simplificar como HLA-A*24:02:01G, colocando siempre la letra G posterior
al tercer campo de designacion del alelo que posea la numeracion mas baja

dentro del grupo ¥ G,

Figura 3. Ejemplo de nomenclatura en el sistema HLA. Se indica la descripcién para cada uno de
los campos empleados para nombrar el alelo.
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Los antigenos oficialmente aceptados, y que son utiles para fines de investigacion
inmunologica son seis: HLA-A, -B, -C, -DR, -DP y -DQ los cuales fueron
designados por el locus que determina la especificidad antigénica seguido de un
numero, los antigenos que aun no se han reconocido oficialmente se designan con
la letra "W" (del inglés workshop o taller en esparfiol) colocada antes del numero y

se trata de una nominacion tentativa ('8 G,

En la practica, cualquier designacion que comprenda los cuatro digitos después de
la letra o letras que indican el nombre del gen se considera como tipificacion de
alta resolucion, mientras que la deteccion de los dos primeros digitos sin
ambiguedades se denomina baja resolucion o equivalente alélico. Mientras que la
resolucidn intermedia se consigue, si la metodologia analitica lo permite, al
obtener un par de alelos de alta resolucion como posibles antigenos, indicandose
con los dos primeros digitos, es decir, la determinante serologica seguida, en
orden ascendente, de los numeros de los alelos posibles separados entre si por

una diagonal %,

En la siguiente tabla se muestra un ejemplo del manejo de la nomenclatura

anteriormente descrita ¢ G9):

Nomenclatura Indica
HLA La region HLA y el prefijo para un gen HLA
HLA-DRB1 Un locus particular de HLA. Ej. DRB1

Un grupo de alelos que codifican para el antigeno DR13 u homologia de

HLA-DRB1*13 .
secuencia con otros alelos DRB1*13

HLA-DRB1*13:01 Un alelo especifico HLA.

HLA-DRB1*13:01:02 Un alelo que difiere solo por una mutacion sinénima de DRB1*13:01:01

Un alelo que contiene una mutacién fuera de la regién codificante de

_ *12.01-N1-
HLA-DRB1*13:01:01:02 DRB1*13:01:01:01

HLA-A*24:09N Un alelo “nulo”, un alelo que no es expresado

Un alelo que codifica una proteina con expresion significativamente

LA-A*30:14L
HLA-A730:14 reducida o “baja” (Low) en la superficie celular.

Un alelo que codifica una proteina con expresion significativamente
HLA-A*24:02:01:02L reducida o “baja” (Low) en la superficie celular, donde la mutacion se
encuentra fuera de la regién codificante.

Un alelo que codifica una proteina, la cual es expresada sélo como una

HLA-B*44:02:01:02S , ) Y
molécula “secretada”.
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Un alelo que tiene una mutacion que previamente ha mostrado tener
un efecto significativo en la expresién en la superficie celular, pero no
ha sido confirmado y su expresién permanece “cuestionable”
(questionable).

HLA-A*32:11Q

Grupo de alelos que comparten la misma secuencia de nucledtidos que

DRB1*01:01:01
01:01:016 codifican para los dominios de unién del péptido en el exén 2.

3.4. Expresion y estructura de las moléculas del MHC

Las moléculas del HLA normalmente son expresadas constitutivamente en las
membranas celulares de muchos tipos diferentes de células. Esto significa que la
célula se encuentra continuamente sintetizando y expresando una o mas
moléculas de HLA. Como ya se menciond, existen dos tipos principales de
productos génicos del MHC, que se denominan moléculas del MHC de clase | y de
clase Il. Las moléculas de clase | se encuentran en la mayoria de las células
nucleadas, su nivel de expresion varia desde un maximo en células pertenecientes
al sistema inmune como los linfocitos T, B y macréfagos, hasta un minimo en
células musculares, glandulas de Brunner duodenales, neuronas del sistema
nervioso central y fibroblastos. También se producen en plaquetas y hasta cierto
punto en reticulocitos. Finalmente, se han encontrado de forma soluble en el
plasma en parte a través de mecanismos secretores activos. En contraste, la
expresion constitutiva de las moléculas de clase Il, esta restringida a relativamente
pocas células, principalmente a los linfocitos B, monocitos, macréfagos, células
dendriticas, linfocitos T activos, células de Langherhans en la piel, otras células de

la serie mieloide y algunas células endoteliales (Figura 4) . 4 ®) (20 (32)
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Figura 4. Ejemplo de célula que expresa las moléculas de clase | y Il. Se muestran los alelos HLA y
las moléculas generadas a partir de estos.

Incluso, durante las respuestas inflamatorias, la expresion de moléculas de clase |
y Il puede ser incrementada o inclusive inducida en ciertas células que
normalmente no las expresan, como los miocitos y hepatocitos. La expresion
nueva de moléculas HLA en ciertas condiciones patoldgicas y fisioldgicas puede
jugar un rol principal en la patogénesis del proceso de rechazo de aloinjertos y en
ciertos tipos de enfermedades autoinmunes. En contraparte, la expresion de éstas
podria encontrarse disminuida en algunas células neoplasicas y células infectadas
por virus. La ausencia de moléculas del HLA es un mecanismo por el cual,
tumores y células infectadas por virus, evaden el reconocimiento inmune por las

células T®.

La naturaleza y origen de los péptidos que se unen a las moléculas de clase | y Il
es diferente. El complejo peptidico de las moléculas de clase | en la superficie

celular es reconocido por el receptor de célula T (TCR) de los linfocitos CD8+, el
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cual reconoce un epitopo de los antigenos endogenos sintetizados en el interior de
la célula blanco (como proteinas celulares, transformadas o inducidas por
microorganismos intracelulares como los virus), mientras que la expresion de las
moléculas de clase |l se encuentra principalmente restringida a las células
presentadoras de antigeno (APC). Las proteinas exdgenas provenientes de
microorganismos extracelulares que han sido fagocitados, son endocitadas y
sometidas a degradacién en el compartimento endosomal. ElI complejo péptido-
molécula de clase Il es transportado a la superficie celular y es reconocido por el
TCR de los linfocitos CD4+ ©) ® A su vez, también las células NK son reguladas
en su funcién por las moléculas HLA clase | mediante los receptores KIR (Killer-
cell Immunoglobulin-like Receptor). Este mecanismo impide a las células NK
atacar a ceélulas autdlogas sanas, gracias a sefales inhibitorias que impiden la

citotoxicidad y secrecion de citocinas, durante el reconocimiento de lo propio (33)
(34)

En lo que respecta a su estructura, las moléculas de HLA clase | y clase Il son
glicoproteinas compuestas por dos distintas cadenas proteicas, es decir, por
heterodimeros. Las dos cadenas pertenecen a la superfamilia de las
inmunoglobulinas debido a que muestra una notable homologia estructural con la
region constante de las inmunoglobulinas. A pesar de que la configuraciéon
tridimensional de las moléculas es muy similar, las cadenas peptidicas para cada

clase de moléculas son diferentes ¥ ©?),

Las moléculas de clase | consisten en cadenas pesadas glicosiladas y unidas a la
B2-microglobulina extracelular (82m). La Bam humana es no polimorfica, con un
peso molecular de 12kDa (kiloDalton) y el gen que la codifica se encuentra en el
cromosoma 15. La cadena pesada o a de clase |, con un peso molecular de
45kDa, posee tres dominios extracelulares hidrofilicos (a4, az y as), una region
transmembranal hidrofébica y un dominio intracelular hidrofilico, en donde se
encuentra el C-terminal. Los dominios a4 y a, contienen secuencias variables de
aminoacidos, y estos dominios determinan la especificidad antigénica de las

moléculas de HLA clase |. Los dominios Bom y a3, juntos, forman pliegues
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parecidos al dominio constante de inmunoglobulina y se encuentran unidos de
forma no covalente. La cadena pesada de los dominios a; y a, forman una
estructura unica que consiste en ocho cadenas 3 y dos a-hélices en la cima de la
estructura, todas aquellas antiparalelas. Un surco se forma por las cadenas a y la
parte de las cadenas 3 que las sostienen, dicho lugar es el sitio de union para el
antigeno peptidico procesado. El surco de union a péptido de la clase | posee
capacidad para unir péptidos procesados de 8 a 10 residuos de aminoacidos
(Figura 5) (©® 20 (35),

Figura 5. Molécula de HLA clase |. Se muestra graficamente la molécula de HLA y su organizacion
en la membrana celular (izq.), se observa también la representacion tridimensional de la misma
(der.).

Los productos de los genes de clase |l forman heterodimeros de dos cadenas

polipeptidicas, a y B, glicosiladas, de peso molecular 31-34 kDa y de 26-29 kDa
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respectivamente y asociadas no covalentemente. Ambas cadenas poseen una
estructura similar y cuentan con tres regiones: la extracelular, una transmembranal
y la intracelular. La porcion extracelular hidrofilica, tanto de la cadena a como de la
B, se encuentra compuesta por dos dominios (a4 y 0z, 0 B1Y B2, respectivamente) y
esta anclada a la membrana por una region corta transmembranal y un dominio
intracitoplasmico. Los polimorfismos de las moléculas de clase |l se encuentran en
el primer amino terminal del dominio 4. Los dominios a1 y B4 forman el surco de
union al antigeno. Ambos extremos del surco de clase Il se encuentran mas
abiertos, presentando una capacidad de unién de péptidos de mayor tamafo (12
aminoacidos o mas). Por su parte, el dominio B2 contiene una region conservada

de union a la molécula CD4 del linfocito T (Figura 6) (@™,

Figura 6. Molécula de HLA clase Il. Representacion grafica de la molécula de HLA y su
organizacion en la membrana celular (izq.), se muestra la representacién tridimensional de la
misma (der.).
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Cabe mencionar que en la interaccién de la molécula de HLA con el TCR, las
moléculas CD8 de los linfocitos T CD8+ se unen al dominio a3 de las moléculas
de clase |, mientras que las moléculas CD4 de los linfocitos T CD4+ se unen al

dominio B2, de las moléculas de clase 11 ©.

En cuanto al procesamiento de antigenos, éste se lleva a cabo de forma distinta
de acuerdo al tipo de molécula de MHC. EIl procesamiento asociado a clase |
consiste en la degradacion mediante protedlisis en el proteasoma de proteinas
citosdlicas, lo que da lugar a péptidos que seran transportados hacia el Reticulo
Endoplasmico (RE) mediante un transportador heterodimero denominado TAP
(Transporter associated with Antigen Processing)1/TAP2. Los dimeros MHC
clasel-$2 microglobulina, formados y estabilizados por la calnexina y calrreticulina,
sintetizados en el RE se unen al complejo TAP y reciben los péptidos
transportados hacia el interior del RE. Los complejos formados de moléculas del
MHC y los péptidos unidos, salen del RE a través del aparado de Golgi hacia la

membrana celular (Figura 7A) ©) 20 (8),

En el caso del procesamiento de antigenos que se uniran a las moléculas clase I,
las proteinas extracelulares se interiorizan en endosomas, donde estas proteinas
se escinden mediante protedlisis por enzimas que actuan a pH acido. Las
moléculas del MHC clase Il asociadas a la cadena invariante (l;) se transportan
desde el RE, en donde son sintetizadas, a las vesiculas endosdémicas. Aqui, la i
se degrada proteoliticamente por diversas catepsinas y la molécula HLA-DM
elimina un pequefo péptido residual del li, denominado CLIP y localizado en el
sitio de unién con el péptido de la molécula del MHC. Posteriormente los péptidos
generados de las proteinas extracelulares se unen a la molécula de MHC de clase
II. Finalmente el complejo trimérico, de cadenas a y B del MHC y el péptido, se

desplaza a la superficie celular donde es presentado (Figura 7B) (20 7,
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Figura 7. Arriba. Procesamiento antigénico y presentacioén de antigenos endégenos por el MHC

clase I. Abajo. Mismo proceso esquematizado para clase II.
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3.5. Trasplantes y el sistema HLA

Desde sus comienzos, el trasplante ha representado una opcion en el manejo de
afecciones y condiciones clinicas en las que se busca recuperar una funcién
perdida, a través de un cambio fisico de la unidad funcional anatomofisiologica. Es
decir, el trasplante es un proceso por el que se toma un injerto, que consiste en
células, como las células madre hematopoyéticas (Hematopoietic Stem Cells,
HSC), tejidos, como la piel, o algun 6rgano, como el riidn, pancreas, higado,
pulmén, corazén, etc., de un individuo y se coloca en otro individuo habitualmente
distinto. En el caso del trasplante de células sanguineas circulantes o de plasma
de una persona a otra se denomina transfusion. El individuo que proporciona el

injerto se denomina donador y el que lo recibe, receptor o huésped. ® 23

Existen distintos tipos de trasplante segun la relacidén existente entre donante y
receptor, se denomina trasplante singénico a aquel en el que el injerto procede de
un individuo genéticamente idéntico al receptor como en gemelos univitelinos o
animales de experimentacion seleccionados; se denomina autotrasplante o
trasplante autélogo a aquel injerto obtenido previo cultivo o coleccién del mismo,
en el que donante y receptor son el mismo individuo como en trasplantes de piel;
alotrasplante o trasplante alogénico es el que se realiza entre dos individuos
diferentes pertenecientes a la misma especie y xenotrasplante, en el que el injerto

pertenece a un individuo de especie distinta a la del receptor ¢ ¥,

Una limitacion importante para el éxito de los trasplantes es la respuesta
inmunitaria del receptor frente al tejido del donador, la pérdida de los injertos se
debe a una reaccion inflamatoria a la que se denomina rechazo ®  Estas
respuestas pueden ser extremas, como en el caso de la Enfermedad Injerto contra
Hospedero (EICH) mediada por linfocitos T citotoxicos alorreactivos después de
un trasplante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas, o en el caso de
un rechazo agudo mediado por anticuerpos especificos anti-HLA preformados

después de un trasplante de 6rgano ©9).
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Desde el descubrimiento y los posteriores estudios del sistema HLA se encontré
que dichos genes son los responsables de que un tejido injertado sea percibido
como similar o diferente a los tejidos propios, de ahi que se denominaran genes
de histocompatibilidad, puesto que son genes que determinan la compatibilidad

tisular entre individuos ©.

Por consecuencia, la tipificacién HLA ha sido de vital importancia en la medicina
de los trasplantes. En la actualidad se sabe en particular que el polimorfismo del
sistema HLA, representa una importante barrera inmunoldgica en el trasplante de
organo solido, y aun persiste el riesgo de un rechazo agudo o cronico ocasionado
por antigenos del sistema HLA incompatibles entre receptor y donador. Entre los
mecanismos que explican esta relacion se encuentran el reconocimiento directo o
indirecto que hace el receptor de las moléculas HLA no compatibles del donante
con la consiguiente estimulacion de su respuesta inmune y la concomitante

23 (% E| nimero de disparidades incrementa

destruccion del tejido no reconocido ¢
el riesgo de fallo en el injerto y la mejor compatibilidad HLA entre el receptor y
donador asegura un trasplante exitoso. Debido a su alto polimorfismo, las
moléculas HLA son potentes inductores de la respuesta inmune, desarrollando
anticuerpos anti-HLA después de la exposicion a aloantigenos durante una
transfusion sanguinea, embarazo y trasplantes previos, lo que las convierte, en

consecuencia, en una barrera para un trasplante exitoso. “%

3.6. Enfermedades asociadas a HLA

Se ha encontrado que muchas enfermedades, particularmente de tipo autoinmune,
son resultado de la predisposicion genética asociada a uno o mas alelos HLA
(alelos de susceptibilidad); probablemente debidas a un enlace preferencial de los
péptidos inmunogénicos particulares, los cuales podrian ser capaces de
desencadenar una respuesta autoinmune ante la exposicion a determinados

factores ambientales (V).
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Esta asociacion HLA con determinada enfermedad, cuando tiene un valor
estadisticamente significativo, se considera como un factor de susceptibilidad o un
marcador de riesgo a padecerla ®?. Esto puede cifrarse estadisticamente como
“riesgo relativo” (RR) y se define como la fuerza de asociacion de una enfermedad
con la presencia de una caracteristica (en nuestro caso, un alelo), un valor de RR
superior a 1 indica asociacion positiva, mientras que el RR inferior a 1 indica
proteccion ®?. El RR da una idea de la probabilidad, dentro de un grupo de
individuos que poseen el antigeno en cuestion, de que un sujeto presente la
enfermedad o que esté protegido contra ella, si presenta dicho marcador o alelo

HLA comparado con aquellos individuos que no lo poseen. (V32

En general, las enfermedades asociadas a HLA comparten ciertas caracteristicas,
como la patogenia mayoritariamente desconocida, asociacion con alteraciones
inmunoldgicas, de naturaleza autoinmune, de incidencia familiar o que el gen de
susceptibilidad sea de alta o débil penetrancia. Existen evidencias fehacientes de
la estrecha relacion entre la enfermedad y el rol de las moléculas de HLA que
presentan tanto péptidos extrafios como autoantigenos a linfocitos T auto-
reactivos, activados por infinidad de causas como son: mimetismo molecular entre
antigenos HLA y antigenos de agentes infecciosos, modificacion de la estructura
de los antigenos HLA, deficiencias en la respuesta inmune, deficiencias de los

antigenos HLA clase Ill y falta de seleccion ©% @7,

Hoy en dia, se conocen diversas enfermedades que estan asociadas a clase |,
aunque en su mayoria son asociadas a clase Il. Ejemplo de enfermedades
asociadas a HLA se encuentran: espondilitis anquilosante, enfermedad de Reiter,
uveitis anterior aguda para el equivalente serologico HLA-B27 con RR de 106, 40
y 20 respectivamente; artritis reumatoide, diabetes juvenil y pénfigo vulgar, para el
serologico DR4 presentando un RR de 4, 6 y 15, respectivamente; en el caso del
serologico DR3 esta relacionado con diabetes juvenil, enfermedad -celiaca,
enfermedad de Grave, miastenia gravis, enfermedad de Addison, dermatitis

herpetiforme, con RR de 3, 30, 4, 2, 5, y 17; enfermedad de Hodgkin para las
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moléculas HLA-B35/-B18 con RR de 2.8; por mencionar los mas importantes ©?
(39) (41)

3.7. Estudio poblacional de frecuencias alélicas y haplotipicas.

3.7.1. Descripcion de frecuencias alélicas y haplotipicas

Dos parametros basicos en el estudio del comportamiento genético del sistema
HLA dentro de las poblaciones son la frecuencia alélica y la frecuencia haplotipica.
La frecuencia alélica es la medida de la abundancia de un alelo dentro de una
poblacién, es decir que representa la proporcion de todos los alelos de un gen que
son de un tipo especifico en determinada poblacion. En los organismos diploides,
cada individuo contribuye con dos alelos por gen. Los homocigotos tienen dos
copias de un mismo alelo, mientras que los heterocigotos tienen una copia de dos

alelos diferentes “?).

La frecuencia alélica también corresponde a la frecuencia relativa de un alelo

(frecuencia absoluta/total de genes) en el genoma para un locus dado “).

Las frecuencias alélicas muestran variacion poblacional, si bien algunos alelos son
encontrados ampliamente distribuidos entre las poblaciones, otros por su parte se
encuentran casi de forma exclusiva dentro de un grupo particular, este fendmeno

2244 De tal forma que

ha sido estudiado en todo el mundo, incluido nuestro pais(
han sido relevantes en estudios antropogenéticos, en la diferenciacion
interpoblaciones e intrapoblaciones, permitiendo definir grupos étnicos especificos,
grupos mestizos, distancias genéticas, rastreo de poblaciones y patrones de

n (49) (46) (47) (48) (49) " yn ejemplo de ello es el caso del alelo HLA-B27 y los

migracio
subtipos presentes en la poblacion mexicana, de los cuales los mas frecuentes
han sido: B*27:05 y B*27:02, éste ultimo se ha considerado heredado de la
poblacion espafola, dado que no ha sido reportado en poblaciones nativas

americanas; e inclusive, podria suponerse que pueden ser resultado de una
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mezcla reciente con alelos espanfoles, puesto que dichos subtipos se encuentran

ausentes en la zona del centro y sur de América *®),

Por otro lado, el haplotipo es una clase genética descrita por una secuencia de
DNA o genes, o una combinacién particular de alelos, que se encuentran cercanos
fisicamente en el mismo cromosoma. Originalmente este término es empleado
para describir combinaciones de alelos del MHC. Los haplotipos son una poderosa
herramienta para localizar genes de susceptibilidad a enfermedades complejas y
comunes, asi como para entender las propiedades funcionales de la variacién
ligada a haplotipos. La disponibilidad de un mapa de haplotipos del genoma
humano ahora hace factible el desarrollar estudios de asociacion genética del
genoma completo. Estudios previos han demostrado que las frecuencias
haplotipicas son caracteristicas para poblaciones particulares e incluso, algunos
son encontrados exclusivamente en determinados grupos poblacionales %) De
hecho, las frecuencias haplotipicas asi como el LD pueden proveer de mucha
informacion, dado que ambos caracterizan la distribucion de los genes HLA dentro

0 | as

de las poblaciones a lo ancho del mundo de una forma mas clara %®
herramientas actuales para la determinacion de haplotipos incluyen analisis de
pedigree y métodos estadisticos para la estimacion de haplotipos “®. La
caracterizacion de los haplotipos en una determinada poblacion es una poderosa
herramienta en la practica clinica, en el caso de trasplantes, permite calcular la
probabilidad de encontrar un donante en una poblacion particular compatible para

determinado receptor y estimar los tiempos de espera 1) 62 (53) (64,

Finalmente, cabe mencionar que, como se ha descrito anteriormente, para el
sistema genético HLA existen regiones conservadas de DNA. Estos bloques, que
contienen a su vez combinaciones de alelos especificas en loci cercanos dentro
de la region HLA, se ha observado que son compartidas por gran cantidad de
individuos no relacionados de poblaciones humanas bien caracterizadas. Los
largos segmentos de estas secuencias de DNA son conocidos como haplotipos
extendidos conservados (Conserved Extended Haplotypes, CEHSs), los cuales se

han mantenido de generacion en generacién debido a una recombinacion genética
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relativamente ausente, por lo que también son objeto de interés en lo que respecta

al estudio del sistema HLA ?%) 27 (5%),

3.7.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

El equilibrio de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) es una
herramienta importante para entender la estructura de una poblacion. Sin
embargo, antes de entrar en detalle, hay que entender que la transmision del
material genético de una generacion a otra se analiza en términos de alelos en
lugar de genotipos, dado que los genotipos son interrumpidos en cada generacion
por los procesos de segregacion y recombinaciéon; ademas, cuando los gametos
se unen en la fertilizacién, es el momento en que son formados los genotipos de la
siguiente generacion, por lo que las frecuencias genotipicas en los cigotos de la
progenie, son determinadas por las frecuencias con las cuales los gametos
parentales se unen, y estas frecuencias son a su vez, determinadas por la manera
en que los genotipos se aparean. Por otro lado, en el apareamiento al azar, los
pares unidos son formados sin considerar el genotipo. Este sistema de
apareamiento es por mucho el mas prevalente en la mayoria de las especies de
animales y plantas, excepto en las plantas que se reproducen a través de la
autofertilizacion. Cuando el apareamiento es al azar, cada tipo de par unido es
formado tan frecuentemente como podria ser esperado a través de encuentros
oportunos entre genotipos. El apareamiento al azar implica una relacién simple
entre la frecuencia alélica de una generacién y la frecuencia genotipica en la
siguiente generacion, dado que el apareamiento al azar entre individuos es

equivalente a la unién al azar de gametos ©°).

El proceso de apareamiento aleatorio no influye en las frecuencias alélicas. Asi, la
proporcion de homocigotos y heterocigotos en cada nueva generacion sera la
misma. Estas frecuencias constantes dan lugar a una distribucién de equilibrio, la

cual es denominada HWE y se define como la distribucion estable de las
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frecuencias de los genotipos: A/A, Ala y ala en las proporciones respectivas p?,
2pqy q% (donde p y q son las frecuencias de los alelos A y a), que resultan del
apareamiento al azar y de la ausencia de otras fuerzas evolutivas como mutacion,

migracion, seleccién natural o deriva genética aleatoria 2.

El principio del HWE se puede generalizar para incluir casos en los que hay mas
de dos alelos para un gen en la poblacion. Comunmente, sin importar el numero
de tipos alélicos que haya en la poblacion, la frecuencia de homocigotos para un
alelo particular es igual al cuadrado de la frecuencia del alelo. La frecuencia de
heterocigotos para un par de alelos en particular es igual al doble del producto de

la frecuencia de los dos alelos ©® 7).

Una implicacién importante en el principio del HWE es que las frecuencias alélicas
permanecen constantes de generacion en generacion. Este principio depende de

ciertos supuestos, entre los que destacan:

- La poblacién es panmictica, es decir que todos los individuos tienen la
misma probabilidad de aparearse, y dicho apareamiento es al azar
(panmixia); no existen subpoblaciones que difieran en frecuencia alélica.

- Las frecuencias alélicas son las mismas en machos y hembras.

- Todos los genotipos son iguales en viabilidad y fertilidad (la seleccién no
opera). Asi mismo, las mutaciones no ocurren y la migracion entre la
poblacion esta ausente, por lo tanto, no hay ganancia ni pérdida de alelos.

- La poblacién es lo suficientemente grande que las frecuencias alélicas no
cambian de generacion en generacion solo por casualidad, ademas de que

por su tamafio, se minimicen las diferencias existentes entre los individuos
(56) (57)

Desviaciones del HWE pueden ser debidas a endogamia, estratificacion de la
poblacion o seleccidon. También pueden ser sintoma de una asociacion a

enfermedad, cuyas consecuencias son a menudo insuficientemente exploradas
(58)
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Otra implicacién importante en el principio de Hardy-Weinberg es que, para alelos
raros, las frecuencias de heterocigotos excede por mucho la frecuencia de los

homocigotos raros °.

En otras palabras, la existencia de HWE en una poblacion exige forzosamente que
no exista evolucion, lo cual es una condicion irreal; entonces, ello nos podria llevar
cuestionar el uso de dicha ley. Sin embargo, éste sirve para conocer la estructura
del genoma, mediante el calculo de las frecuencias relativas tanto de los alelos
como de los genotipos en una poblacion. Asi mismo, sirve como hipotesis nula,
considerando lo que deberia suceder si no hay evolucion y saber qué se observa

en la poblacion en caso contrario 9 ©0)

3.8. Estudios de frecuencias alélicas y haplotipicas en México y
su relacion con otros grupos poblacionales

3.8.1. Panorama general del surgimiento de la diversidad genética
en México.

Hablar de mezcla génica e historia demografica de México es complejo dado que
en primer lugar, el componente indigena de nuestra poblacién es resultado de la
historia ancestral que comenz6 desde las primeras migraciones de las tribus
nomadas a través del estrecho de Bering al continente Americano, hace mas de

23)(61)2) posteriormente,

30 000 a 40 000 afios, en el periodo paleolitico Asiatico ¢
acontecieron tres diferentes olas de migraciones asi como cambios genéticos, por
fuerzas evolutivas que dieron lugar a la conocida diversidad de poblaciones
mesoamericanas, durante 1000 afios antes de la Conquista. Para entonces,
tenemos como poblaciones nativas mas sobresalientes a los nahuas en el centro y
norte de México; los mayas en el sureste de México, Honduras y Guatemala; los
chibchas en Colombia; los incas en Peru y Chile, y los pueblos del sureste de
Estados Unidos. Debido a estos antecedentes, nuestro pais es considerado sobre

todo de la afiliacién de Asia, en contraste con los europeos y los africanos que
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llegaron al continente americano como consecuencia de los viajes de Colon ©3 €1,
Al tiempo de la Conquista en el siglo XVI, la poblacion nativa que habitaba el pais
presentaba una gran variabilidad, y contaba con unos 20 millones de pobladores,

que pertenecian a cientos de pueblos con distintos troncos lingtiisticos %),

Por su parte, el componente europeo provino de Espafa, principalmente de las
regiones de Andalucia, Ledn, Extremadura y las Castillas, de las cuales provenia
poco mas del 80% del ejército de Cortés, asi como de Portugal y Génova. Sin
embargo, debe ser enfatizado que el fondo genético introducido por los espanoles,
incluia a su vez, genes fenicios, griegos, romanos, visigodos, arabes y judios, que
prevalecian probable y evidentemente en las clases sociales inferiores, las cuales

fueron los principales inmigrantes a Ameérica (23) (61) (64),

El componente africano fue incorporado por la esclavitud procedente de la costa
occidental de Africa (entre el rio Senegal y la Angola Portuguesa, incluyendo Cabo
Verde, Guinea y Congo), por lo tanto su influencia genética y cultural prevalece
principalmente en las costas. Este componente fue introducido a la Nueva Espafia
desde la época colonial hasta 1817, afno en el que se abolio el trafico de esclavos

desde Africa (23)(61) (65).

Posteriormente, debido a las enfermedades y las guerras durante la conquista, se
disminuyé en un 90% a la poblacién aborigen, siendo sustituida por europeos,
criollos, africanos, mulatos, y demas grupos humanos descendientes de los
esclavos traidos de Africa ®® ®®_ E| gradiente de las diferentes caracteristicas de
las muchas tribus, asi como la densidad demografica desigual, fueron factores
relevantes para el surgimiento de los mestizos en la época de la conquista

espariola ©".

Dados estos antecedentes, se puede definir genéticamente al mestizo mexicano
como una persona que nacié en México y es un descendiente de los habitantes
nativos de dicha region, y de las personas, principalmente de origen europeo o

africano, que inmigraron a América durante el siglo XVI (67) (68)
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Si bien el mestizo mexicano representa el 93% de la poblacion total del pais, se
han encontrado contribuciones desiguales en el genoma a través de todo el
territorio mexicano, de tal forma que el componente europeo predomina en la zona
norte del pais, mientras que el componente africano se localiza en las costas del
sureste y algunas regiones del centro y gradientes de componente nativo
americano desde el centro hacia las demas zonas del territorio nacional. Para el
caso particular de la ciudad de México, el analisis basado en las frecuencias
especificas para haplotipos nativos, ha demostrado la existencia de un 27% de
componente amerindio, 14% de componente europeo, 4.9% africano y 58.2% de

una mezcla de haplotipos mexicanos .

3.8.2. Situacion demografica actual de la poblacion del valle de
Meéxico

El fenbmeno migratorio es un hecho que también se debe considerar en estudios
de la genética de las poblaciones. ElI Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO)
define a la migracion como el desplazamiento de personas que cambian su
residencia habitual desde una unidad politico-administrativa hacia otra, o que se
mudan de un pais a otro, en un periodo determinado. En México la migracion ha
sido un fendmeno determinante en la configuracién actual del pais. La creacion y
expansion de los principales centros urbanos fue resultado de la migracion rural-
urbana ® 9 Factores como las actividades econémicas, la creacion de ciudades,
el abandono del campo, la destruccion de los ecosistemas y desastres naturales,
busqueda de mejor calidad de vida, de lugares para hacer estudios, busqueda de
mayor seguridad, entre otras razones, han provocado la migraciéon de las
poblaciones en el pais, de tal forma que actualmente por ejemplo, un tercio de la
poblacién indigena de los paises latinoamericanos vive en areas urbanas,

fendmeno similar al que se observa en la ZMVM 123 (72),

Si se toma en cuenta a la poblacién indigena en particular, actualmente la ZMVM

alberga a mas de un millon de habitantes indigenas y por consecuencia de la
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convivencia interétnica, esta misma zona ahora es un territorio heterogéneo y
plurilingle. Los descendientes de los grupos étnicos originarios del centro del pais,
conviven desde hace tiempo con otros grupos inmigrantes, que se han asentado
en la zona urbana, asi también, la ZMVM ha sufrido un proceso de etnizacién por
extension de la misma sobre los pueblos y comunidades indigenas circunvecinas.
Por lo que, la creciente concentracidon de distintos grupos indigenas ha provocado
un intenso intercambio genético y cultural, lo que ha convertido a la Ciudad de
México en un crisol con la presencia de nahuas, purépechas, mazahuas, otomies,

() Ahora bien, todos ellos provienen

zapotecos, mixtecos, triquis, entre otros ¢
principalmente de entidades cercanas al centro del pais, entre las que destacan el
Estado de Oaxaca con el 37.4% de la contribucion de migrantes indigenas,
seguido de manera un tanto lejana por Puebla (14.7%), Estado de México
(12.6%), Hidalgo (10.8%) y Veracruz (9.7%). Estas cinco entidades federativas
concentran el 85% de los miembros de pueblos indigenas que residen en el
Distrito Federal pero que tienen un lugar de nacimiento distinto a éste ) (3.
Adicionalmente, cabe resaltar que, de acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI), el origen principal de los inmigrantes (tanto indigenas como
mestizos) que llegan al Distrito Federal del 2005 al 2010 fue el Estado de México,
mientras que éste ultimo recibe inmigrantes provenientes mayoritariamente del
Distrito Federal y los estados de Puebla, Hidalgo, Oaxaca y Morelos 2 En el
Distrito Federal, de acuerdo al censo del 2010, un 19.8% de su poblacién proviene
de otra entidad federativa o pais; de la cual, las delegaciones en las que se
concentra el mayor porcentaje de dicha poblacion son Benito Juarez (23%),
Cuauhtémoc (22.9%), Miguel Hidalgo (22.7%), lztapalapa (21.5%) y Tlalpan
(20.8%) ). Por su parte, de acuerdo al mismo censo, un 37.0% de la poblacion
del Estado de México nacié en otra entidad federativa o pais; los municipios
mexiquenses con mayor porcentaje de poblacion migrante son Coacalco de
Berriozabal (58.9%), Nezahualcéyotl (58.4%), Chicoloapan (57.9%), Ixtapaluca
(57.6%), Tecamac (56.7%), Ecatepec de Morelos (55.6%), Valle de Chalco

Solidaridad (55.5%) y Tlalnepantla de Baz (53.0%) ®).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

Desde su descubrimiento a principios del siglo pasado hasta la actualidad, la
tipificacion HLA ha sido de vital importancia, principalmente por su aplicacion en la
medicina de trasplantes y en la evaluacion de la asociacion HLA-enfermedad ()
(78 (") De forma general, se puede mencionar que entre los mecanismos que
explican esta relacion, se encuentran: el reconocimiento directo o indirecto que se
lleva a cabo en el receptor de las moléculas HLA no compatibles del donante con
la consiguiente estimulacion de su respuesta inmune ®0): asi también, el papel que
pueden desempenar determinadas especificidades HLA en la presentacion de

péptidos endégenos como etiologia de enfermedades autoinmunes 7.

De forma mas especifica, y enfocandonos al tema del presente trabajo, cabe
resaltar los notables efectos favorables de la compatibilidad HLA del binomio
receptor-donador en el trasplante renal, aspecto corroborado por numerosos
investigadores, los cuales han demostrado que dicho binomio HLA compatible
tiene un mejor prondstico en la supervivencia del injerto que aquellos que no lo

son.

Como podemos notar, dado el potencial de investigacion y su trascendencia en el
desarrollo de enfermedades, surge la necesidad de determinar las frecuencias
alélicas y haplotipicas en la poblacion mestiza mexicana, dado que ésta es
resultado de una amplia mezcla de genes de origen nativo americano con genes
del resto del mundo, dada la colonizacién sufrida tras el descubrimiento de
América y las posteriores mezclas de la poblacién de México con otro tipo de
grupos humanos a lo largo de la historia. Para ello se recurrira al estudio de una
poblacion abierta de pacientes en protocolo de trasplante renal asi como a sus
respectivos donadores sanos, los cuales fueron tipificados para el sistema HLA.
Con las tipificaciones historicas, se cre6 una base de datos con las frecuencias

alélicas y haplotipicas de dicha poblacion.
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La utilidad del conocimiento de las frecuencias alélicas de HLA en el diagndstico
molecular depende de su polimorfismo y de la heterocigocidad que presenta en
una poblacion especifica. Establecer la magnitud de la heterogeneidad genética,
las variantes y sus frecuencias en personas sanas de la poblacion mestiza
mexicana se ha vuelto indispensable para la aplicacion en la clinica de areas
como la farmacogenética, para el estudio de problemas de autoinmunidad, para
identificar oportunamente y con mas precision a los individuos susceptibles de
desarrollar y transmitir enfermedades de origen genético y poder proporcionar un
asesoramiento adecuado y establecer medidas preventivas. Estos estudios
también sirven para la creacion de bases de datos de donadores dentro de
nuestra poblacion, que hacen mas eficiente la busqueda de donantes para esta
zona del pais en lo particular -y posteriormente a nivel nacional- y mejoran los
algoritmos de trasplante de 6rgano solido para pacientes que se encuentran en

lista de espera de donacién cadavérica.
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5. OBJETIVO

Analizar la diversidad bioldgica del sistema HLA en una muestra de la poblacién
de la ZMVM, a partir de datos de receptores y donadores del BCS de la UMAE-HE

del CMN SXXI, con base en el estudio de las frecuencias alélicas y haplotipicas de

dicho sistema.

5.1.

Objetivos particulares

Determinar si existe diferencia significativa en las frecuencias alélicas y
haplotipicas entre ambos grupos de receptores y donadores.

Determinar la ancestria y el origen poblacional de alelos, asociaciones y
haplotipos presentes en esta poblacion para comprender la vasta diversidad
geénica en los habitantes del valle de México en funcién de su historia social
y demografica.

Estudiar el equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra.

Comparar los datos obtenidos con estudios previamente realizados en esta
poblacion.

A partir de las frecuencias presentes en nuestra poblacion en cuestion,
obtener por consecuencia la probabilidad de encontrar individuos
compatibles para el caso de trasplantes de médula 6sea y érgano sélido en
protocolos de donacién cadavérica.

Dar a conocer las frecuencias de alelos de interés clinico dentro de la
poblacién de la ZMVM, en particular alelos que participan en enfermedades
autoinmunes asi como alelos de interés para el area de farmacogenética.

Explorar la creacién de bases de datos para donadores potenciales.
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6. HIPOTESIS.

* Las frecuencias alélicas y haplotipicas para la muestra poblacional de la
ZMVM seran concordantes a lo reportado previamente en la literatura.

* Las frecuencias alélicas de los donadores y receptores no diferiran
significativamente entre si.

* Se encontraran alelos, asociaciones y haplotipos originarios de las
poblaciones parentales histéricas para la poblacion mestiza mexicana.

* Dada la historia natural del sistema, no se cumplira el equilibrio de Hardy-

Weinberg para al menos uno de los cuatro genes analizados en la muestra.
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7. DISENO METODOLOGICO

La estructura de investigacion de la presente tesis se enfoco en un estudio basado
en un disefio no experimental ya que no se modifica la variable a estudiar, de tal
forma que las frecuencias alélicas y haplotipicas se obtuvieron por el estudio de
los alelos y haplotipos presentes en la muestra y que sucedieron en su contexto
natural. En cuanto a la dimension temporal del estudio se llevd a cabo un disefio
transversal, lo que implica que la recoleccién de datos se realizé en un solo corte
de tiempo; y es un estudio descriptivo dado que se estudiaron las incidencias y los
valores en que se manifestaron dichas frecuencias. Para explicar las relaciones en
el tiempo de tipo causa-efecto para las frecuencias a estudiar, el estudio se realizd
mediante un disefio retrospectivo o histérico, en el cual los datos a analizar se

dieron en la realidad y fueron obtenidos a partir de los antecedentes registrados.

7.1. Muestra

El estudio fue realizado a partir de una muestra de pacientes que acudieron al
BCS de la UMAE-HE del CMN SXXI durante los anos 2005 a 2011.

El total de pacientes registrados inicialmente en la base de datos fue de 2820
individuos. La poblacion en estudio incluy6 tanto receptores de trasplante renal
como sus respectivos donadores, asi como pacientes en lista de espera de

trasplante de donador fallecido.

Tras la depuracion exhaustiva de pacientes a los que se les comprobd6 un origen
distinto a la ZMVM, asi como donadores relacionados genéticamente con sus
receptores, se obtuvo finalmente una base de datos que incluia los haplotipos de
1994 individuos no relacionados entre si, con los cuales se realizd el presente

trabajo.
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7.2. Tipificacion del sistema HLA en el Ilaboratorio de
Histocompatibilidad

El alto grado de polimorfismo del sistema HLA requiere del desarrollo de técnicas
que puedan resolver las multiples diferencias alélicas y que sea compatible con el

uso rutinario en laboratorios que realizan determinaciones de HLA.

En la practica clinica, se solicita a los laboratorios proveer de la tipificacion alélica
a diversos niveles de resolucion de acuerdo a la situacién clinica. La tipificacion a
alta resolucion se requiere para trasplantes de meédula 6ésea mientras que la
tipificacion a baja resolucion o serolégica es suficiente para el estudio de la

compatibilidad para un trasplante renal. ®?

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante el uso de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) confiere un alto grado de sensibilidad al
genotipaje HLA. Los métodos mas difundidos que utilizan la PCR incluyen la
amplificacion de DNA seguida de la hibridacion con sondas de oligonucledtidos de
secuencia especifica (PCR-SSOP) y la amplificacion de DNA con primers de

secuencia especifica (PCR-SSP). 82 (83)

7.21. Obtencion de la muestra de DNA.

La muestra de DNA se aisla a partir de una muestra de sangre total recolectada

en tubos con EDTA o ACD como anticoagulante.

La extraccion de DNA se realizé con el kit DNA Isolation Kit for Mammalian Blood
Roche® (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) la cual se basa en el
uso de sales y detergentes para la lisis celular. Inicialmente se eliminan los
eritrocitos por lisis, mediante un choque hipotdnico. Posteriormente se lisan los

leucocitos por medio de detergentes no idnicos como el SDS, para obtener al DNA
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en solucion, se prosigue a precipitar y eliminar proteinas. Posteriormente, el DNA
se precipita y purifica mediante extracciones con etanol absoluto y etanol al 70%

respectivamente. Finalmente, se disuelve el DNA en 100ul de agua estéril.

Dependiendo de la muestra, el DNA obtenido mediante esta técnica posee una
relacion de las absorbancias 260/280 entre 1.8 y 2.0 y una concentracion mayor a

100 ng/ul, ambos parametros se cuantifican por espectrofotometria UV.

7.2.2. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, utilizando
Oligonucledtidos de Secuencia Especifica (PCR-SSOP)

La técnica de PCR-SSOP es el método de eleccion para laboratorios que realizan
un gran numero de tipificaciones, pero por su resolucion obtenida (baja a
mediana), solo es recomendable aplicarla para estudios de HLA en trasplante de

organos solidos.

La técnica PCR-SSO, llamada también hibridacion reversa, SSO reversa, dot blot
reversa, emplea primers seleccionados de una region conservada localizados en
el exén de un locus particular, lo que le da selectividad a la amplificacion. Los
primers son marcados con una molécula ligante, como la biotina. Estos son
empleados en una mezcla de reaccion que incorpora el DNA de paciente y que
posteriormente se procede a amplificar. EI DNA amplificado del paciente se une
mediante hibridacion, a las tiras de membrana de nitrocelulosa que contienen las
sondas de oligonucleétidos inmovilizadas, seguido por un lavado con un buffer
astringente para remover el producto amplificado que no se uni6é a las sondas; la
marca en el DNA hibridado es convertida en una reaccion de color empleando el
complejo estreptavidina-peroxidasa de rabano y un sustrato apropiado, y
finalmente se procede a analizar e interpretar los resultados, lo cual se basa en el
patron de diferenciacion. Debido al gran numero de sondas utilizadas en la

tipificacion de PCR-SSO, el analisis es asistido por un programa de computacion.
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Las tipificaciones realizadas mediante ésta técnica tanto para HLA clase | (HLA-A
y -B) como para clase Il (HLA-DRB1 y -DQB1) se realizaron con los reactivos del
SSO HLA Typing Kit, Dynal RELI® (Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU).

7.2.3. Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, utilizando
Primers de Secuencia Especifica (PCR-SSP)

La técnica PCR-SSP consiste en el montaje de diversas reacciones de PCR para
cada locus, empleandose en cada una de ellas un conjunto de primers o
cebadores, en numero variable, cuyas secuencias discriminan las diferentes
variantes que puede presentar el locus, de forma tal que sélo se produce reaccion
de amplificacion cuando el DNA contiene el alelo que corresponde al grupo de

primers de la reaccién particular. ) (84) (85

Para la tipificacion de HLA por éste método, se prepard la mezcla de reaccién con
el DNA del paciente (a una concentracion de 75-125 ng/ul) junto con la Taq DNA
polimerasa y medio de reaccion. Posteriormente se procede a verter dicha mezcla
a la placa de reaccion que contiene los multiples primers disefiados para alinearse
dentro de las regiones de DNA presentes en ciertos alelos o grupos de alelos
durante la amplificacidon. Si los alelos correspondientes estan presentes en la
muestra, la presencia de sus correspondientes productos amplificados puede ser
detectada mediante un gel de electroforesis. La interpretacién de los resultados y
asignacion de alelos, asi como la resolucion de ambiguedades, se llevé a cabo a

través del uso de las tablas de especificidad correspondientes para cada kit.

Las tipificaciones para HLA-A, -B, -DRB1 y -DQB1 fueron realizadas con el
reactivo HLA-A/B/DR/DQ SSP Unitray® (Pel-Freez, Brown Deer, Wisconsin,
EEUU; Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) de acuerdo con el procedimiento

del fabricante.
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7.3. Parametros estadisticos

El analisis inicial de la muestra consistié en realizar una prueba de comparacion
de dos proporciones, ésta es aplicada en disefios de investigacién en los que se
estudia a dos grupos de individuos a quienes se ha medido una variable cualitativa
que, medida en ambos grupos, se puede resumir en forma de proporciones. Al
comparar dichas proporciones se busca averiguar si existe diferencia
estadisticamente significativa entre ellas. Para el presente estudio, dicha prueba
se realizo para determinar si existia diferencia significativa entre receptores que

padecen insuficiencia renal y donadores sanos.

En la prueba se plantean las siguientes hipdtesis estadisticas:

Hipotesis nula: Ho: p1=p;
Hipoétesis alterna: Ha: p1 # p2
Donde:

p1: proporcion de interés calculada en el primer grupo, en este caso la frecuencia

para cada alelo presentado por los receptores que padecen insuficiencia renal.

p2: proporcion de interés calculada en el segundo grupo, en este caso la
frecuencia para cada alelo presentado por los donadores, los cuales son

individuos sanos.

El procedimiento de la prueba incluye la determinacién del valor de z calculado. El
rechazo de Ho ocurre cuando el valor z calculado con los datos, resulta mayor que
el valor critico de dicha medida que estad contenido en la tabla de areas bajo la
curva normal. El area conjunta de las regiones de rechazo, equivale a un nivel de
significancia de 0.05, de tal forma que los valores criticos que habria que rebasar
para caer en una u otra regiéon de rechazo serian por un lado -1.96 y por otro lado
+1.96. En el caso de que se haya podido rechazar a la Ho, se dice que existe una

diferencia estadisticamente significativa entre ambas proporciones .
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7.3.1. Estimacion de frecuencias alélicas y haplotipicas de los genes
HLA-A, -B, -DRB1 y -DQB1.

Las frecuencias alélicas y haplotipicas de HLA se obtuvieron por conteo directo de

genes con el software Arlequin v.3.0 ©"

. Asi mismo, la proporciéon de los
haplotipos especificos de nativos americanos, europeos, africanos y mestizos
mexicanos en nuestra muestra fue calculada basandose en las frecuencias étnico-
especificas de los haplotipos HLA-A/-B/-DRB1/-DQB1 en las poblaciones

parentales.

Se considerd para el presente estudio una divisidn continental de las poblaciones
con el fin de facilitar su estudio. Esta division se basé en la localizacién geogréfica
de dichas poblaciones y su cercania con otras poblaciones que permitiera la
interaccion entre ellas. En particular se dividio al continente Americano en:
Norteamérica (desde Alaska, EEUU hasta Guadalajara y la Region Huasteca de
México), Centroamérica (desde la Ciudad de México, hasta Panamda) vy
Sudamérica (desde Colombia hasta Argentina). Se dividié al continente Europeo
en Europa Occidental y Europa Oriental, ésta ultima comprende los paises:
Albania, Armenia, Azerbaijan, Bielorrusia, Bosnia y Herzegovina, Bulgaria,
Croacia, Eslovaquia, Eslovenia, Estonia, Georgia, Hungria, Kazajistan, Letonia,
Lituania, Macedonia, Moldavia, Montenegro, Polonia, Republica Checa, Rumania,
Rusia, Serbia y Ucrania). En la zona de Medio Oriente se consideraron a los
paises: Arabia, Baréin, Catar, Chipre, Emiratos Arabes Unidos, Egipto, Irak, Iran,
Israel, Jordania, Kuwait, Libano, Oman, Palestina, Siria, Turquia y Yemen. Africa
se dividi6 en Africa Septentrional o Sahariana, incluyendo a Argelia, Libia,
Marruecos, Sahara Occidental y Tunez, mientras que el resto de los paises del
continente se consideraron como Africa Subsahariana. En cuanto a los paises
pertenecientes a los continentes de Asia y Oceania se consideraron de acuerdo a

la division geografica y politica de los mismos.
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En lo correspondiente a la Zona Metropolitana del Valle de Méeéxico, se
consideraron a los pacientes que habitan el Distrito Federal y municipios
conurbados del Estado de México y que fueron remitidos a la UMAE-HE del CMN
SSXI.

7.3.2. Estudio del LD y Delta’ (A’)

El LD sera crucial para el disefio de estudios de asociaciones hasta que la
secuenciacion del genoma completo esté disponible rutinariamente. Si un
polimorfismo causal de una enfermedad no se encuentra aun genotipado, aun se
pueden lograr detectar sus efectos a través de su LD con los polimorfismos ya
tipificados. Para evaluar el poder de los disefios de estudios de asociaciones, es
necesario medir el LD. Sin embargo al ser el LD un fendmeno no cuantitativo no
existe una escala natural para medirlo. Entre las medidas que se han propuesto
para datos de haplotipos de dos locus, se encuentra A’ como una de las mas
importantes, la cual corresponde al valor de LD estandarizado. A’ es sensible
incluso a pocas recombinaciones entre los loci desde la mutacién mas reciente en
uno de ellos. En la literatura, se destaca la disminucion exponencial con el tiempo
de A’ entre /loci ligados en modelos simples de genética de poblaciones, pero los
efectos estocasticos sugieren que esta relacion tedrica es de utilidad limitada ©®.

En el presente estudio, el valor de A’ se obtuvo con el software Arlequin v.3.0 ®"

7.3.3. Estadistico t

Una herramienta empleada para sustentar estadisticamente el valor de A’, fue el
estadistico t, el cual corrobora los resultados obtenidos determinando si existe
significancia estadistica en las asociaciones de alelos por LD, por lo que este
parametro se utilizé como filtro para evitar que algun resultado de LD entre los
pares de alelos sefalados por el software fuera debido al azar. De tal forma que
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los resultados del A’ eran estadisticamente significativos cuando el valor absoluto

de t era mayor a 2 ®®.

7.3.4. Célculo del HWE.

El calculo del HWE se realizé mediante el software Arlequin v.3.0 ®7) con al menos

dos réplicas, cada una de ellas con 1 001 000 de pasos realizados.
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8. RESULTADOS

Tabla 1: Frecuencias de los grupos de alelos de los genes HLA-A, -B, -DRB1y -
DQB1 en la muestra analizada del Valle de México

HLA-A n F.a. HLA-B n F.a. HLA-DRB1 n F.a. HLA-DQB1 n F.a.
A*01 98 0.0494 B*07 65 0.0326 DRB1*01 112 0.0562 DQB1*02 186 0.0933
A*02 675 0.3388 B*08 52 0.0261 DRB1*01:03 7 0.0035 DQB1*03:01 419 0.2101
A*03 75 0.0376 B*13 17 0.0083 DRB1*03:01 86 0.0434 DQB1*03:02 613 0.3074
A*11 55 0.0276 B*14:01 13 0.0065 DRB1*03:02 7 0.0035 DQB1*03:03 25 0.0125
A*23 35 0.0178 B*14:02 55 0.0276 DRB1*04 645 0.3237 DQB1*04 389 0.1951
A*24 334 0.1675 B*14:03 1 0.0003 DRB1*07 108 0.0542 DQB1*05 185 0.0930
A*25 10 0.0050 B*14:04 1 0.0003 DRB1*08 368 0.1843 DQB1*06 177 0.0885
A*26 41 0.0208 B*15:01 136 0.0685 DRB1*09 10 0.0050
A*29 54 0.0271  B*15:02 9 0.0043 DRB1*10 20  0.0100
A*30 62 0.0311  B*15:03 9 0.0048 DRB1*11 88  0.0444
A*31 149 0.0747  B*15:10 9 0.0048 DRB1*12 11 0.0053
A*32 25 0.0128  B*15:11 1 0.0008 DRB1*13 123 0.0617
A*33 41 0.0203  B*15:15 1 0.0003 DRB1*14 217  0.1086
A*34 5 0.0023 B*15:16 1 0.0008 DRB1*15 96 0.0479
A*36 4 0.0020 B*15:17 5 0.0023 DRB1*16 96 0.0484
A*66 7 0.0035 B*15:31 1 0.0003
A*68 312 0.1562 B*15:36 1 0.0003
A*69 3 0.0013 B*15:54 1 0.0003
A*74 7 0.0038 B*15:69 1 0.0003
A*80 1 0.0005 B*15:98 1 0.0005

B*18 53 0.0266
B*27 26 0.0130
B*35 412 0.2066
B*37 7 0.0035
B*38 27 0.0135
B*39 356 0.1785
B*40:01 19 0.0098
B*40:02 155 0.0777
B*40:05 10 0.0050
B*40:08 1 0.0003
B*40:10 1 0.0003
B*40:11 1 0.0003
B*40:20 1 0.0003
B*40:27 1 0.0003
B*40:71 1 0.0003
B*41 21 0.0103
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B*42
B*44
B*45
B*46
B*47
B*48
B*49
B*50
B*51
B*52
B*53
B*54
B*55
B*56
B*57
B*58
B*73
B*78
B*81

101
23

88
37
23
103
55
25

11

27
13

0.0028
0.0507
0.0118
0.0005
0.0005
0.0439
0.0186
0.0113
0.0517
0.0273
0.0128
0.0003
0.0055
0.0028
0.0135
0.0065
0.0005
0.0015
0.0023
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Tabla 2: Haplotipos mas frecuentes de la poblacion del Valle de México.

Haplotipo

F.h.

Previamente reportado en:
Poblacidn, Frecuencia (Referencia)

A*02

A*02

A*68

A*02

A*24

A*24

A*24

A*02

A*02

A*02

A*31
A*02
A*02

A*68

A*68

A*02

A*24

B*39

B*35

B*39

B*35

B*39

B*39

B*35

B*15:01

B*40:02

B*15:01

B*35
B*39
B*51

B*35

B*40:02

B*35

B*35

DRB1*04

DRB1*08

DRB1*04

DRB1*04

DRB1*04

DRB1*14

DRB1*04

DRB1*08

DRB1*04

DRB1*04

DRB1*08
DRB1*08
DRB1*04

DRB1*04

DRB1*04

DRB1*16

DRB1*08

DQB1*03:02

DQB1*04

DQB1*03:02

DQB1*03:02

DQB1*03:02

DQB1*03:01

DQB1*03:02

DQB1*04

DQB1*03:02

DQB1*03:02

DQB1*04
DQB1*04
DQB1*03:02

DQB1*03:02

DQB1*03:02

DQB1*0301

DQB1*04

76

68

21

21

0.0384

0.0339

0.0283

0.0251

0.0196

0.0183

0.0153

0.0138

0.0133

0.0133

0.0115
0.0110
0.0108

0.0108

0.0105

0.0103

0.0103

Sioux Dakota del Sur, EUA. 0.051 (89); teenek Region Huasteca
México. 0.037 (90); mestizos Sinaloa, México. 0.018 (26);
mestizos Ciudad de México. 0.029 (26); mestizos Puebla, México.
0.025 (26); mazatecos, Oaxaca México. 0.149 (91); mayas,
Guatemala. 0.042 (92); yucpa, Sierra de Perija Venezuela. 0.257
(93);

Yupiks, Alaska EUA. 0.031 (94); sioux Dakota del Sur, EUA. 0.014
(89); tarahumaras, Chihuahua México. 0.034 (95); mestizos
Ciudad de México. 0.012 (26); mestizos Puebla, México. 0.030
(26); nahuas, Morelos México, 0.061 (96); mayas, Guatemala.
0.084 (92); uros, Lago Titicaca Peru. 0.168 (97); quechuas, Cuzco
Pert 0.065 (98); aymaras, Bolivia 0.104 (99)

Teenek Region Huasteca México. 0.052 (90); mestizos Ciudad de
México. 0.025 (26); mayas, Guatemala. 0.064 (92); yucpa, Sierra
de Perija Venezuela. 0.349 (93)

Teenek Region Huasteca México. 0.155 (90); nahuas, Morelos
México, 0.020 (96); Mazatecos, Oaxaca México. 0.025 (91);
mayas, Guatemala. 0.106 (92); uros, Lago Titicaca Perd. 0.063
(97).

Mestizos Sinaloa, México. 0.027 (26); mazatecos, Oaxaca México.
0.033 (91); yucpa, Sierra de Perija Venezuela. 0.093 (93); aleuts
Isla de Bering, Rusia. 0.042 (100).

Nahuas, Morelos México. 0.054 (96).

Sioux Dakota del Sur, EUA. 0.065 (89); teenek Region Huasteca
México. 0.037 (90); mestizos Ciudad de Meéxico. 0.017 (26);
mestizos Puebla, México. 0.015 (26); mazatecos, Oaxaca México.
0.025 (91); mayas, Guatemala. 0.050 (92); yucpa, Sierra de Perija
Venezuela. 0.012 (93); quechuas, Cuzco Perd, 0.014 (98);
aymaras, Bolivia 0.031 (99).

Mestizos Puebla, México. 0.015 (26).

Mestizos Ciudad de México. 0.012 (26); aymaras, Bolivia 0.023
(99).

Mestizos Sinaloa, México. 0.018 (26); mestizos Puebla, México.
0.015 (26); irlandeses, Irlanda del Sur. 0.010 (101); murcianos,
Espafia. 0.016 (102)

Mestizos Ciudad de México. 0.012 (26)

Sioux Dakota del Sur, EUA. 0.022 (89); aymaras, Bolivia 0.034
(99).

Sioux Dakota del Sur, EUA. 0.014 (89)

Mestizos Puebla, México. 0.020 (26); nahuas, Morelos México,
0.020 (96); mayas, Guatemala. 0.023 (92); uros, Lago Titicaca
Peru. 0.055 (97); aymaras, Bolivia 0.039 (99).

Yupiks, Alaska EUA. 0.021 (94); mestizos Sinaloa, México. 0.018
(26); teenek Regidon Huasteca México 0.029 (103); terenas, Mato
Grosso do Sul Brasil (104); aleuts Isla de Bering, Rusia. 0.028
(100); eskimos, Siberia (105).

Teenek Region Huasteca México. 0.029 (90)

Yupiks, Alaska EUA. 0.060 (94); mayas, Guatemala. 0.042 (92);
uros, Lago Titicaca Perd. 0.068 (97); lamas, Ciudad Lamas, Peru.
0.024 (106); aymaras, Bolivia 0.031 (99).
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Tabla 3 Desequilibrios mas frecuentes entre los alelos HLA-A y -B en la

poblacion mestiza del Valle de México.

Desequilibrio

F.h.

AI

Previamente reportado en:
Regidn geografica (Frecuencia; Referencia)

A*02

A*02

A*02

A*02

A*24

A*68

A*24

A*02

A*31

A*68

A*24

A*29

B*35

B*39

B*15:01

B*51

B*39

B*39

B*35

B*52

B*35

B*40:02

B*40:02

B*44

170

136

135

106

94

88

82

57

52

41

39

29

0.0853

0.0680

0.0676

0.0531

0.0469

0.0439

0.0409

0.0286

0.0258

0.0206

0.0193

0.0143

0.1117

0.0633

0.2355

0.2659

0.1234

0.1246

0.0471

0.2785

0.1752

0.1284

0.0972

0.5026

Norteamérica (0.014-0.184; (89) (90) (94) (95) (107));
centroamérica (0.012-0.220; (26) (91) (92) (48) (49) (108)
(109)); sudamérica (0.011-0.231; (97) (99) (106) (48) (49)
(110) (111)); Europa occidental (0.010-0.050; (112) (113)
(114)); Europa oriental y medio oriente (0.010-0.075; (48)
(49) (115) (116) (117)); Africa septentrional (0.013; (118));
Africa subsahariana (0.022-0.054; (119) (120)); Asia (0.016-
0.079; (121) (122) (123) (124) (125)).

Norteamérica (0.018-0.087; (89) (90) (26)); centroamérica
(0.019-0.220; (26) (91) (92) (108) (126)); sudamérica (0.013-
0.269; (93) (111) (99) (106)); Europa occidental (0.010-
0.011; (112)); Asia (0.015-0.021; (127)).

Norteamérica (0.017-0.018; (26) (107)); centroamérica
(0.024-0.030; (26) (48) (49)); Europa occidental (0.010-
0.066; (101) (112) (128) (129) (130) (131) (132)); Asia
(0.014-0.043 (100); (133) (134)).

Norteamérica  (0.018-0.034; (89) (26) (95) (107));
centroamérica (0.014-0.030; (26) (48) (49) (108));
sudamérica (0.011-0.050; (99) (48) (49) (110) (111) (135));
Europa occidental (0.010-0.065; (112) (128) (129) (132)
(136) (137) (138)); Europa oriental y medio oriente (0.026-
0.099; (48) (49) (116) (139) (140) (141) (142)); Africa
septentrional (0.010-0.045; (118) (143) (144) (145)); Africa
subsahariana (0.013-0.046; (119) (120) (146)); Asia (0.020-
0.144; (100) (121) (122) (123) (125) (147) (148)).
Norteamérica (0.015-0.027; (26) (107)); centroamérica
(0.030-0.033; (91) (108)); sudamérica (0.015-0.093; (93) (48)
(49) (110) (111)); Europa oriental (0.013; (141)); Africa
septentrional (0.012; (144)); Asia (0.019-0.455; (100) (125)
(147) (148)).

Norteamérica (0.052; (90)); centroamérica (0.014-0.064;
(26) (92) (48) (49)); sudamérica (0.015-0.349; (93) (111));
Asia (0.028; (100)).

Norteamérica (0.018-0.117; (89) (26) (94) (95) (103) (107));
centroamérica (0.024-0.092; (26) (91) (92)) (48) (49) (108)
(126); sudamérica (0.016-0.116; (93) (97) (99) (106) (48)
(49)); Europa occidental (0.010-0.034; (101) (112) (113)
(114) (131) (132) (136) (149) (150)); Europa oriental y medio
oriente (0.012-0.057; (139) (140) (141) (151) (152)); Africa
septentrional (0.011; (118)); Asia (0.014-0.384; (122) (123)
(127) (134) (147) (148) (153) (154) (155) (156) (157) (158)
(159)).

Norteamérica (0.015-0.037; (90) (107)); centroamérica
(0.024; (48) (49)); sudamérica (0.058; (93)); Europa oriental
y medio oriente (0.014-0.027; (48) (49) (116)); Asia (0.026-
0.118; (134) (160)).

Norteamérica (0.015-0.041; (89) (107)); centroamérica
(0.024-0.026; (26) (92)); sudamérica (0.030; (111)); Europa
occidental (0.011-0.013; (112) (113) (132)); Asia (0.200;
(134)).

Norteamérica (0.018-0.068; (26) (94)); Europa occidental
(0.010; (112)); Asia (0.056; (100)).

Norteamérica (0.015-0.368; (94) (95) (107)); centroamérica
(0.020-0.040; (26) (108)); sudamérica (0.011; (48) (49));
Europa occidental (0.010; (131)); Asia (0.021-0.154; (100)
(127) (147)).

Norteamérica (0.015; (107)); centroamérica (0.015-0.038;
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A*01

A*30

A*68

B*08

B*18

B*48

28

27

26

0.0140

0.0135

0.0128

0.5145

0.2308

0.1602

7

5

4

(48) (49) (109) (126)); sudamérica (0.014-0.017; (48) (49)
(111) (135)); Europa occidental (0.010-0.100; (101) (102)
(112) (113) (114) (128) (129) (130) (132) (136) (137) (149)
(161) (162) (163) (164)); Africa septentrional (0.029-0.060;
(143) (165) (166)); Africa subsahariana (0.011-0.046; (48)
(49) (120) (167)).

Centroamérica (0.012-0.043; (26) (48) (49) (109) (126));
sudamérica (0.016-0.032; (48) (49) (110) (111) (135));
Europa occidental (0.010-0.372; (101) (102) (112) (113)
(114) (128) (129) (130) (131) (132) (136) (137) (138) (149)
(150) (161) (162) (163) (164) (168) (169)); Europa oriental y
medio oriente (0.010-0.049; (48) (49) (139) (140) (141) (142)
(170));  Africa subsahariana (0.028-0.071; (120)); Asia
(0.034-0.110; (100) (125) (171)).

Norteamérica (0.019; (107)); centroamérica (0.012-0.029;
(48) (49) (126) (109)); sudamérica (0.010-0.013; (48) (49)
(111)); Europa occidental (0.011-0.125; (102) (112) (114)
(132) (137) (164)); Africa septentrional (0.015-0.050; (143)
(145)); Africa subsahariana (0.036-0.040; (119) (120)).

No reportado previamente.
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Tabla 4 Desequilibrios mas frecuentes entre los alelos HLA-B y —DRB1 en la

poblacion mestiza del Valle de México.

Desequilibrio

F.h.

AI

Previamente reportado en:
Regidn geografica (Frecuencia; Referencia)

B*39

B*35

B*40:02

B*39

B*15:01

B*35

B*48

B*44

B*40:02

B*14:02

B*07

B*08

B*48

B*39

B*40:02

B*18

DRB1*04

DRB1*08

DRB1*04

DRB1*14

DRB1*08

DRB1*16

DRB1*04

DRB1*07

DRB1*08

DRB1*01

DRB1*15

DRB1*03:01

DRB1*08

DRB1*16

DRB1*14

DRB1*03:01

191

135

38

32

28

23

22

0.0955

0.0675

0.0409

0.0374

0.0273

0.0226

0.0203

0.0201

0.0188

0.0188

0.0158

0.0140

0.0138

0.0123

0.0113

0.0108

0.3126

0.2009

0.2988

0.2016

0.2635

0.3273

0.2057

0.3615

0.0707

0.6629

0.4587

0.5175

0.1594

0.0917

0.0410

0.3787

10

Norteamérica (0.045-0.117; (89) (90) (26)); centroamérica (0.019-
0.182; (26) (91) (92) (108) (126)); sudamérica (0.013-0.699; (93)
(111)); Asia (0.010-0.064; (100) (147)).

Norteamérica (0.014-0.168; (89) (94) (95)); centroamérica (0.024-
0.190; (26) (92) (108)); sudamérica (0.015-0.236; (97) (99) (106)
(111)); Europa occidental (0.010-0.017; (112) (131)); Asia (0.037-
0.083; (100) (172)).

Norteamérica (0.018-0.093; (26) (94)); centroamérica (0.012-0.040;
(26) (108)); Europa Occidental (0.010-0.013; (131) (132)); Asia (0.011-
0.029; (100) (147)).

Centroamérica (0.060; (108)); sudamérica (0.036; (106)); Asia (0.010-
0.098; (127)).

Centroamérica (0.015; (26)); Europa occidental (0.015-0.018; (131));
Asia (0.029-0.037; (147)).

Norteamérica (0.029; (103)); centroamérica (0.015-0.100; (26) (108));
sudamérica (0.070; (93)); Europa occidental (0.010-0.015; (112)
(150)); medio oriente (0.076; (117)).

Norteamérica (0.171; (94)); sudamérica (0.015-0.126; (97) (106)
(111)); Asia (0.029-0.186; (100) (147)).

Norteamérica (0.014; (89)); centroamérica (0.015-0.114; (92) (109)
(126)); sudamérica (0.014-0.032; (111) (135)); Europa occidental
(0.010-0.096; (101) (102) (112) (128) (129) (130) (131) (132) (136)
(149) (161) (162) (163) (164)); Europa oriental y medio oriente (0.012-
0.013; (141) (152)); Africa septentrional (0.012-0.070; (118) (143)
(144) (173)); Africa subsahariana (0.016; (119)); Asia (0.018-0.122;
(100) (121) (122) (123) (124) (125) (154) (158) (159) (172) (174) (175)).
Norteamérica (0.034; (95)); Europa occidental (0.021; (131)); Asia
(0.025-0.028; (100) (160)).

Norteamérica (0.018; (26)); centroamérica (0.012; (26)); sudamérica
(0.030; (111)); Europa occidental (0.014-0.054; (112) (132) (136));
Africa septentrional (0.040; (143)); Africa subsahariana (0.016; (119));
Asia (0.060; (175)).

Norteamérica (0.014; (89)); centroamérica (0.019-0.038; (109) (126));
sudamérica (0.014-0.040; (111)); Europa occidental (0.011-0.267;
(101) (102) (112) (128) (129) (130) (131) (132) (136) (138) (149) (161)
(162) (163) (164) (168) (169)); Africa septentrional (0.018-0.023; (118)
(144)); Africa subsahariana (0.032; (119)); Asia (0.020-0.165; (100)
(125) (148) (159) (172)).

Centroamérica (0.012-0.032; (26) (109)); Europa occidental (0.011-
0.349; (101) (102) (112) (128) (129) (130) (131) (132) (136) (150) (162)
(163) (164) (168) (169)); Europa oriental y medio oriente (0.011-0.049;
(115) (142)); Africa septentrional (0.012-0.043; (143) (144) (173)); Asia
(0.020; (148)).

Norteamérica (0.034-0.070; (94) (95)); centroamérica (0.030; (108));
sudamérica (0.052-0.078; (99) (106)); Asia (0.010; (147)).
Norteamérica (0.014: (89)); centroamérica (0.025-0.160; (26) (91)
(108)); sudamérica (0.012-0.015; (93) (111)); Europa occidental
(0.010; (112)); Asia (0.023-0.037; (125) (148) (176)).

Norteamérica (0.034-0.249; (94) (95)); centroamérica (0.030; (108));
Europa occidental (0.011; (112)); Asia (0.010-0.097; (100) (127)).
Centroamérica (0.012; (109)); Europa occidental (0.010-0.082; (101)
(102) (112) (132) (164)); Africa septentrional (0.012-0.020; (143) (144)
(145)); Africa subsahariana (0.024; (119)).
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Tabla 5 Desequilibrios mas frecuentes entre los alelos HLA-DRB1y -DQB1 en la

poblacion mestiza del Valle de México.

Desequilibrio

F.H.

AI

Previamente reportado en:
Regidn geografica (Frecuencia; Referencia)

DRB1*04

DRB1*08

DRB1*14

DRB1*01

DRB1*07

DRB1*15

DQB1*03:02

DQB1*04

DQB1*03:01

DQB1*05

DQB1*02

DQB1*06

605

354

184

110

88

88

0.3032

0.1773

0.0923

0.0549

0.0441

0.0441

0.9795

0.9527

0.8099

0.9754

0.7958

0.9138

60

34

21

16

14

14

Norteamérica (0.051-0.375; (89) (90) (94) (95) (61) (177) (178));
centroamérica (0.095-0.353; (26) (92) (91) (108)); sudamérica
(0.093-0.711; (93) (97) (99) (106) (179) (180)); Europa
occidental (0.015-0.170; (101) (102) (131) (162) (164) (181)
(182) (183) (184) (185)); Europa oriental y medio oriente
(0.010-0.148; (141) (142) (152) (170) (186) (187) (188) (189)
(190) (191) (192) (193) (194)); Africa septentrional (0.025-
0.110; (143) (145) (165) (166) (173) (195) (196) (197) (198));
Africa subsahariana (0.050-0.090; (199)); Asia (0.010-0.203;
(100) (105) (121) (174) (200) (201) (202) (203) (204) (205) (206)
(207) (208) (209) (210) (211) (212) (213) (214) (215) (216) (217)
(24) (218)); Oceania (0.015-0.172; (203) (219)).

Norteamérica (0.038-0.586; (89) (94) (95) (61) (177) (178));
centroamérica (0.024-0.280; (26) (92) (108) (126)); sudamérica
(0.010-0.236; (93) (97) (99) (106) (179) (180)); Europa
occidental (0.016-0.254; (131) (181) (184) (185)); Europa
oriental y medio oriente (0.010-0.077; (141) (186) (191) (193)
(194) (220)); Africa septentrional (0.010-0.024; (196) (197));
Africa subsahariana (0.026; (221)); Asia (0.014-0.153; (100)
(105) (172) (200) (201) (202) (207) (208) (211) (212) (218));
Oceania (0.017; (203)).

Norteamérica (0.029-0.455; (89) (90) (94) (95) (61) (177) (178));
centroamérica (0.105-0.142; (108)); sudamérica (0.046-0.377;
(93) (97) (99) (106) (179) (180)) ; Asia (0.011-0.255; (105) (160)
(200) (202) (206) (207) (208) (211) (212) (216) (217)); Oceania
(0.017; (203)).

Norteamérica (0.018-0.084; (26) (61) (178)) centroamérica
(0.012-0.090; (26) (108) (109) (126)); Europa occidental (0.011-
0.171; (101) (102) (131) (149) (150) (162) (163) (169) (181)
(182) (183) (184) (185)); Europa oriental y medio oriente
(0.010-0.228; (170) (186) (187) (188) (189) (190) (191) (192)
(193) (194) (220) (222)); Africa septentrional (0.010-0.260;
(143) (145) (195) (196) (197) (198)); Africa subsahariana (0.014-
0.150; (167) (199) (221) (223) (224)); Asia (0.010-0.175; (100)
(105) (121) (122) (123) (172) (174) (200) (201) (202) (204) (205)
(206) (207) (208) (210) (211) (212) (216) (217) (218) (225));
Oceania (0.036; (219)).

Norteamérica  (0.014-0.074; (89) (61) (177) (178));
centroamérica (0.015-0.139; (92) (108) (109)); Europa
occidental (0.020-0.146; (101) (102) (131) (149) (162) (163)
(164) (169) (181) (182) (183) (184) (185)); Europa oriental y
medio oriente (0.012-0.247; (141) (151) (152) (170) (186) (187)
(188) (189) (190) (191) (192) (193) (194) (220) (222)); Africa
septentrional (0.020-0.427; (118) (143) (144) (145) (165) (166)
(173) (195) (196) (197) (198)); Africa subsahariana (0.044-
0.435; (167) (199) (221) (223) (224)); Asia (0.010-0.220; (100)
(121) (122) (123) (154) (159) (172) (174) (200) (201) (202) (203)
(204) (205) (206) (209) (210) (214) (216) (24) (218) (225) (226)
(227) (228)); Oceania (0.077; (219)).

Norteamérica (0.018-0.053; (26) (61))); centroamérica (0.038;
(109)); Europa occidental (0.011-0.480; (101) (102) (131) (149)
(162) (163) (164) (181) (182) (183) (184) (185) (229)); Europa
oriental y medio oriente (0.017-0.170; (142) (169) (186) (187)
(190) (191) (192) (193) (194) (220) (222)); Africa septentrional
(0.012-0.120; (118) (143) (144) (145) (173) (196) (197) (198));
Africa subsahariana (0.015-0.341; (167) (199) (221) (223) (224)
(230)); Asia (0.012-0.358; (100) (105) (121) (122) (123) (157)
(159) (172) (174) (200) (201) (202) (203) (204) (205) (206) (207)
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DRB1*16

DRB1*03:01

DRB1*11

DRB1*13

DRB1*13

DRB1*14

DRB1*10

DQB1*03:01

DQB1*02

DQB1*03:01

DQB1*06

DQB1*03:01

DQB1*05

DQB1*05

85

84

78

74

36

27

20

0.0426

0.0421

0.0389

0.0369

0.0181

0.0133

0.0100

0.8491

0.9681

0.8426

0.5585

0.1045

0.0385

1.0000

13

14

13

12

(208) (209) (210) (211) (212) (213) (214) (215) (216) (217) (24)
(218) (225) (226) (227) (228)); Oceania (0.120-0.261; (203)
(213) (219)).

Norteamérica (0.043-0.084; (89) (90) (94) (61)); centroamérica
(0.017-0.298; (26) (91) (108)); sudamérica (0.015-0.257; (93)
(179) (180)); Asia (0.050; (105)); Oceania (0.014; (203)).
Norteamérica (0.014-0.114; (89) (61) (177)); centroamérica
(0.012-0.044; (26) (109)); Europa occidental (0.011-0.507;
(101) (102) (131) (150) (162) (163) (164) (169) (181) (182) (183)
(184)); Europa oriental y medio oriente (0.027-0.220; (142)
(186) (187) (188) (189) (190) (191) (220) (222)); Africa
septentrional (0.015-0.270; (143) (144) (145) (165) (166) (173)
(195) (196) (197) (198)); Africa subsahariana (0.063-0.187;
(167) (199) (221) (223)); Asia (0.012-0.234; (121) (154) (159)
(174) (201) (202) (203) (204) (205) (206) (209) (210) (214) (215)
(216) (24) (223) (225) (226) (227) (228) (231) (232)); Oceania
(0.114; (219)).

Norteamérica (0.014-0.182; (89) (26) (94) (61) (178));
centroamérica (0.019; (108)); sudamérica (0.018; (106));
Europa occidental (0.010-0.515; (131) (150) (162) (169) (181)
(182) (183) (184) (185)); Europa oriental y medio oriente
(0.029-0.300; (152) (141) (142) (186) (187) (188) (189) (190)
(191) (192) (193) (194) (220) (222)); Asia (0.010-0.188; (105)
(121) (122) (123) (160) (172) (205) (200) (201) (202) (203) (206)
(207) (208) (209) (210) (211) (212) (213) (216) (24) (218) (225)
(227) (228) (232)); Oceania (0.083-0.578; (203) (213)).
Norteamérica (0.020-0.032; (61)); centroamérica (0.023-0.170;
(108) (109) (126)); Europa occidental (0.010-0.207; (101) (102)
(131) (149) (162) (164) (169) (181) (182) (183) (184) (185));
Europa oriental y medio oriente (0.010-0.220; (140) (141) (186)
(187) (190) (191) (192) (193) (194) (220) (222)); Africa
septentrional (0.010-0.165; (118) (143) (145) (173) (195) (196)
(197) (198)); Africa subsahariana (0.034-0.239; (167) (199)
(221) (223) (224) (230)); Asia (0.010-0.235; (121) (122) (123)
(154) (174) (200) (201) (202) (203) (205) (206) (207) (208) (209)
(210) (211) (212) (214) (216) (24) (218) (226) (227) (228));
Oceania (0.042; (219)).

Norteamérica (0.010; (61)); sudamérica (0.036; (106)); Europa
occidental (0.011-0.038; (183) (184) (185)); Europa oriental y
medio oriente (0.010-0.076; (186) (187) (189) (190) (192) (193)
(194)); Africa septentrional (0.019-0.109; (143) (165) (166)
(196) (197) (198)); Africa subsahariana (0.020-0.030; (167)
(199) (230)); Asia (0.010-0.050; (105) (201) (202) (203) (214)
(215) (218)).

Norteamérica (0.010-0.169; (94) (61) (177)); centroamérica
(0.012-0.049; (108)); Europa occidental (0.013-0.259; (131)
(181) (182) (183) (184) (185) (229)); Europa oriental y medio
oriente (0.010-0.079; (140) (141) (186) (187) (190) (191) (193)
(220) (222)); Africa septentrional (0.010-0.025; (143) (195)
(197) (198)); Africa subsahariana (0.010-0.032; (167) (199)
(221) (223)); Asia (0.010-0.633; (100) (105) (121) (122) (123)
(160) (200) (201) (202) (203) (205) (206) (207) (208) (210) (211)
(212) (213) (214) (215) (216) (217) (24) (218) (226) (227) (231)
(232)); Oceania (0.086-0.265; (203) (213) (219)).

Centroamérica (0.035; (108)); Europa occidental (0.010-0.043;
(131) (183) (184) (185) (229)); Europa oriental y medio oriente
(0.014-0.072; (186) (187) (189) (190) (194)); Africa
septentrional (0.010-0.065; (143) (173) (195) (196) (197) (198));
Africa subsahariana (0.012-0.088; (167) (199) (221) (223)); Asia
(0.011-0.081; (121) (122) (123) (154) (157) (174) (193) (202)
(203) (204) (205) (206) (210) (214) (215) (24) (218) (225)).
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Tabla 6. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Heterocigosidad

Heterocigosidad

Locus observada esperada Valor de P

HLA-A 0.79488 0.81969 0.00606

HLA-B 0.88917 0.90199 0.04370
HLA-DRB1 0.81745 0.83110 0.08476
HLA-DQB1 0.78034 0.79813 0.12334
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9. DISCUSION

9.1. Diversidad

Dentro de la muestra analizada de pacientes que acudieron al BCS UMAE-HE
CMN SXXI, se encontrd que para los grupos de alelos HLA-A, -B, -DRB1y -DQB1,
existe una amplia diversidad de ellos, como se puede observar en la Tabla 1 los
alelos encontrados mas frecuentemente (en orden decreciente) son: HLA-A: A*02,
A*24, A*68, A*31 y A*01, con frecuencias de 0.3388, 0.1675, 0.1562, 0.0747 y
0.0494 respectivamente; HLA-B: B*35, B*39, B*40:02, B*15:01 y B*51 con las
correspondientes frecuencias 0.2066, 0.1785, 0.0777, 0.0685 y 0.0517; HLA-
DRB1: DRB1*04, DRB1*08, DRB1*14, DRB1*13 y DRB1*01, obteniéndose
frecuencias de 0.3237, 0.1843, 0.1086, 0.0617 y 0.0562 respectivamente y HLA-
DQB1: DQB1*03:02, DQB1*03:01 y DQB1*04 con sus frecuencias 0.3074, 0.2101
y 0.1951.

Los alelos mas frecuentes estudiados en el parrafo anterior representan el 78.66%
de la variabilidad en HLA-A, el 58.3% de la variabilidad en HLA-B, el 73.45% de la
variabilidad en HLA-DRB1 y el 71.26% de la variabilidad en HLA-DQB1 dentro de

nuestra poblacion.

Cabe aclarar que para el analisis de los alelos HLA, asi como para el resto de los
analisis realizados en la presente tesis, se emplearon resultados tanto de
receptores como de donadores de trasplante renal y receptores en protocolo de
donador cadavérico sin distincion alguna, dado que no se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa para cada uno de los alelos de los 4 genes
analizados, entre ambos tipos de sujetos, tanto individuos sanos o con

insuficiencia renal (datos no mostrados).

Sin embargo, cabe mencionar que a pesar de la vasta diversidad encontrada,
hubieron 5 polimorfismos que no se encontraron en la muestra y que se han

reportado en otras poblaciones, tales grupos son: A*43, B*59, B*67, B*82 y B*83,
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cuya informacién se detalla a continuacion: el grupo A*43 se ha estudiado en la

poblacién zult de Sudafrica 8“9

, con una frecuencia de 0.014, y es posible que
éste no se encuentre en nuestra poblacion dado que la principal fuente de
esclavos durante la Conquista se localizaba en la zona de Africa septentrional y
Africa central, de tal forma que la poblacién zuli no fue fuente de esclavos a la

©5) o por el hecho de haber sufrido una

Nueva Espafa en aquella época ®
dispersion temprana en el planeta y que en alguin momento pudo haberse
extinguido por enfermedades, las cuales presentan una alta incidencia en esa
region del continente africano. Por otra parte, el grupo B*59 se ha encontrado en
estudios diferentes en las poblaciones de Curitiba en Parana Brasil, con una
frecuencia de 0.060 """, en Corea del Sur con frecuencias entre 0.071 y 0.010 (2"

(174) 'y en el centro de Japon, con frecuencia de 0.027 @',

En el caso del grupo B*67, se ha presentado en poblaciones orientales, tales
como los Hakka de Taiwan, que lo presentan en una frecuencia de 0.054 (133,

211

pobladores del centro de Japdn, con frecuencia de 0.011 @'V y habitantes del sur

12) por lo que podria considerarse como un

de Portugal, con frecuencia de 0.010 ¢
grupo propio de la poblacion del este Asiatico y con la cual no se ha tenido
contacto previo con ella o que dicho alelo permanecié en Asia y no migré a

Ameérica durante el paso de las poblaciones a través del estrecho de Bering.

Para el grupo B*82 solo se ha encontrado en la poblaciéon de Luo en Kenia con
frecuencia de 0.028 ' y que pudo haber sufrido el mismo fenémeno que el
grupo A*43 y haber sufrido una dispersion temprana en el mundo pero que se
extinguid posteriormente por alguna enfermedad que haya atacado a la poblaciéon

que lo portaba.

Finalmente, no se han encontrado haplotipos del grupo B*83 en ninguna poblacion

en el mundo, y sélo se ha reportado en pigmeos mbenzele de la Republica

Centroafricana %2,
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Otra razdn de estudiar a los alelos por separado se debe a que desde hace varias
décadas se sabe que el padecimiento de ciertas enfermedades se asocia con el

incremento en la frecuencia de un determinado alelo HLA.

9.2. Haplotipos

Para el caso del estudio de haplotipos presentes en la muestra analizada, se
consideraron sélo los haplotipos con frecuencia mayor a 0.010 (Tabla 2). Se
encontré que éstos son predominantemente de origen nativo-americano, siendo
solo un haplotipo producto de la contribucion europea, de acuerdo a lo reportado

previamente.

Todos los haplotipos presentes exclusivamente en poblaciones nativas del norte,
centro y sur de América, indicarian ser producto de al menos dos olas de
migracion al continente desde el noreste de Asia a través del Estrecho de Bering
hace 15 000 - 18 000 afos; este origen se fundamenta en la presencia de alelos
compartidos entre poblaciones del este de Asia y grupos humanos nativos de

América %3

Para el caso de los haplotipos HLA-A*02/-B*15:01/-DRB1*08/-DQB1*04 y HLA-
A*31/-B*35/-DRB1*08/-DQB1*04, no se puede determinar la ancestria, puesto que
solo estan presentes en el mundo en poblacién mestiza de Puebla y de la ciudad
de México, respectivamente; por lo tanto se podria afirmar que dichos haplotipos
son propios de la poblacion del Valle de México como resultado del mestizaje a

través de los siglos.

El unico haplotipo que ademas de encontrarse en mestizos mexicanos se encontro
en Europa es HLA-A*02/-B*15:01/-DRB1*04/-DQB1*03:02, lo cual indica ancestria
de esta region del mundo a partir de las inmigraciones realizadas durante la

conquista y colonia en nuestro pais.
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Otros haplotipos interesantes y que se discutiran mas a detalle en el siguiente
apartado son: HLA-A*68/-B*40:02/-DRB1*04/-DQB1*03:02 y el cual se encontrd
en los aleuts de la Isla de Bering en Rusia y en eskimos de Siberia, lo cual sehala
la migracidon temprana de dichos alelos por el noreste del continente Asiatico hacia
el norte del continente Americano; mientras que el haplotipo HLA-A*02/-B*40:02/-
DRB1*04/-DQB1*03:02 se ha encontrado también en los aymaras de Bolivia.

9.3. Desequilibrios de ligamiento

Se menciono6 anteriormente que la poblacion del Valle de México posee una gran
diversidad de alelos HLA; sin embargo, el estudio de alelos de forma individual no
provee la mejor aproximacion estadistica que indique la frecuencia real dentro de
la poblacién, dado que dichos alelos forman parte de un conjunto. No obstante, al
observar los haplotipos que incluyen los alelos mas estudiados en el campo
meédico, podemos observar un sesgo en la informacion, puesto que como se
menciond anteriormente la mayor parte de estos son asociaciones muy
conservadas pertenecientes a grupos nativos del continente o incluso propios
exclusivamente de poblaciones mexicanas, tanto puras como mestizas, y arrojan
la presencia de solo un haplotipo europeo, por lo que para un estudio mas
detallado de la diversidad, origenes y pormenores del mestizaje en el Valle de
México, se estudiaron también los desequilibrios de ligamiento entre pares de

alelos.

Para el desequilibrio entre alelos de clase |, se encontrd que los alelos HLA-A*02/-
B*39; HLA-A*02/-B*15:01; HLA-A*68/-B*39; HLA-A*31/-B*35; se hallan
predominantemente en los continentes asiatico y americano, lo cual sugiere que
dichos desequilibrios proceden de una migracion tardia al continente americano y
que posteriormente se conservaron en dicho continente a través del tiempo, en el
caso particular de los desequilibrios HLA-A*68/-B*40:02; HLA-A*24/-B*40:02; se

puede observar que el primer desequilibrio Unicamente se localiza en
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Norteamérica, y el segundo si es posible encontrarlo distribuido hasta Sudamérica
aunque en una frecuencia muy baja, indicando también una posible migracion
tardia desde el norte del continente hacia el Valle de México, en donde los grupos
humanos se establecieron por 200 afios pero la migracion hacia regiones al sur
del Valle de México se vio truncada por la llegada de los espafioles, de tal forma

que dichos alelos no pudieron extenderse hasta el sur del continente.

Otros desequilibrios de interés son HLA-A*24/-B*39 y HLA-A*02/-B*52 los cuales
se han reportado en poblaciones de Europa Oriental y Medio Oriente, asi como
Africa Septentrional, por lo que indicaria un posible origen musulman de dichos
alelos, y que dada la invasion musulmana a Europa, pudieron haber llegado a

nuestro continente a través de los espafioles 48 49) (116) (141) (144)

Por otra parte, también se encontré el desequilibrio HLA-A*01/-B*08 de posible
origen europeo, dado que se ha encontrado reportado a través de todo el
continente en frecuencias significativas. Mientras que la asociacion HLA-A*30/-
B*18 posee de igual forma un origen europeo pero dirigido a la zona mediterranea,
ya que a su vez se encontré en Africa septentrional y Africa subsahariana (1% (192
(112) (113) (114) (119) (120) (128) (129) (130) (131) (132) (136) (137) (138) (143) (145) (149) (150) (161) (162) (163) (164)

(168) (169)

Es importante resaltar el hecho de que como resultado del analisis de una muestra
de la poblacion del Valle de México se encontré el desequilibrio HLA-A*68/-B*48 el
cual no se ha reportado previamente en ningun grupo poblacional del mundo, por
lo que se puede sugerir que dicha asociacion es propia de mestizos mexicanos del
centro del pais y que el presente trabajo es el primero en reportarlo con una

frecuencia mayor a 0.010.

Finalmente, cabe aclarar que en las asociaciones restantes no es posible
determinar un origen de manera directa puesto que se encontraron en frecuencias
altas en diversas poblaciones de todo el mundo, lo que podria implicar que han

acompanado a la especie humana desde sus origenes hasta nuestros dias.
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La Tabla 4 es por mucho la que mayor informacion provee al presente estudio,
debido a que incluye a los alelos HLA-B de clase | y los alelos HLA-DRB1 de clase
II, ambos con gran polimorfismo y que al analizar su desequilibrio se convierten en
un punto de enlace entre ambos tipos de moléculas, sin la restriccion que nos

producian HLA-A y HLA-DQB1, como sucede en la Tabla 2 de haplotipos.

Para dichas asociaciones, se encontraron en su mayoria de origen nativo
americano, procedentes de Asia y que llegaron a nuestro continente por las
migraciones a través del estrecho de Bering. Ejemplo de ello son los
desequilibrios: HLA-B*39/-DRB1*04 y HLA-B*35/-DRB1*08, estos casos en
particular resalta el hecho de que, de acuerdo con lo reportado anteriormente
(véanse referencias en la Tabla 4), durante el poblamiento del continente se
vieron favorecidos e incrementando conforme se avanza hacia los territorios del
sur del mismo. Tal vez debido a que conferian cierto tipo de resistencia a algun
patdogeno y por lo tanto se seleccionaron positivamente en los grupos

poblacionales.

Otro ejemplo de desequilibrios de origen nativo americano son: HLA-B*39/-
DRB1*14; HLA-B*48/-DRB1*04; HLA-B*48/-DRB1*08; HLA-B*39/-DRB1*16; en
todos estos dichas asociaciones se encontraron de la misma manera que lo
anteriormente mencionado, observandose el mismo patron de migracion a partir
del continente Asiatico hacia América y que se preservaron presuntamente
durante ese proceso. HLA-B*40:02/-DRB1*04; HLA-B*40:02/-DRB1*08; HLA-
B*40:02/-DRB1*14, son casos particulares en los que se demuestra que el alelo
HLA-B*40:02 es comun en las poblaciones de Norteamérica y es un claro ejemplo
de alelo fundador, y no solo eso, sino también es interesante sefalar el hecho de
gue se encontrara también en poblaciones de Europa, y mas especificamente en
los Samis de Suecia, lo que sugiere un posible contacto entre las poblaciones del
circulo polar Artico, respaldado por el hecho de que geograficamente es una zona
muy cercana, y es razonable pensar que dichas poblaciones tuvieron contacto

entre ellas. Muestra de ello es que, ademas se encontraron otros desequilibrios

73



con posible origen euroasiatico, estos son: HLA-B*15:01/-DRB1*08 y HLA-B*44/-
DRB1*07.

Como era de suponerse, también se encontraron asociaciones de origen europeo,
tal es el caso de HLA-B*07/-DRB1*15; HLA-B*18/-DRB1*03:01; HLA-B*08/-

DRB1*03:01; este ultimo pertenece especificamente a la zona mediterranea.

Para los desequilibrios encontrados entre HLA-DRB1 y -DQB1 de la tabla 5, se
observa que gran parte de ellos se encuentra en poblaciones de todo el mundo,
esto se explica debido al hecho de que dentro de la region de clase Il, dichos
alelos se encuentran muy cercanos, por lo cual es poco probable que suceda
algun tipo de recombinacion entre ellos al momento de la meiosis, de tal manera
que dicho bloque se conserva aun mas frecuentemente que en el caso de las
moléculas de clase | o entre regiones | y Il, que se encuentran aun mas separadas

dentro de la region del MHC en el cromosoma.

Sin embargo, podemos notar dos desequilibrios propios de poblaciones nativas
americanas: HLA-DRB1*14/-DQB1*03:01 y HLA-DRB1*16/-DQB1*03:01, asi como
una asociacién de origen euroasiatica HLA-DRB1*14/-DQB1*05.

Actualmente los desequilibrios de ligamiento que se estudian en los laboratorios
de histocompatibilidad en el pais, tanto publicos como del sector privado, son de
origen caucasico, y dada la cantidad de pacientes analizados en el presente
estudio, los resultados obtenidos reflejan la realidad del comportamiento de los
alelos del sistema HLA en el centro del pais, presentandose éste trabajo como un

marco de referencia en el conocimiento de la poblacion del Valle de México.

9.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

El analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg muestra que no existen desviaciones
estadisticamente significativas en la poblacién para HLA clase Il (tabla 6); Sin

embargo, se observo que la heterocigocidad esperada para la clase | (HLA-A'y
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HLA-B) es mayor a la observada (p < 0,05 para ambos casos). Esto puede
deberse a los sendos procesos migratorios que ocurren en nuestra ciudad, en
particular la recepcion de habitantes indigenas de otras partes del pais V. Otra
razon por la que clase | no se encuentra en equilibrio, podria deberse a procesos
de seleccion sobre estas regiones gendmicas en cada caso, por patdégenos contra
los cuales su respuesta se encuentra relacionada directamente con la

presentacion de antigenos, es decir, virus y bacterias intracelulares.

Estudios de asociacion gen-patdégeno-morbilidad deberan realizarse para poder
confirmar tales hipotesis, pero se debe tener en mente que algunas asociaciones
entre genes HLA y enfermedades infecciosas ya se han llevado a cabo y muestran
tanto proteccién como predisposicion a padecer enfermedades como la lepra
(HLA-DR/-DQ) de origen bacteriano o la infeccién por HIV ¢34,
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10. CONCLUSIONES

La diversidad biolégica encontrada para el sistema HLA es extensa e incluye casi
en su totalidad a todos los grupos alélicos de dicho sistema; a su vez para los
alelos mas frecuentes, la variabilidad representada por éstos corresponde a mas
del 70% para los genes HLA-A, -DRB1y -DQB1 y casi el 60% de la variabilidad en

HLA-B, dentro de la poblacion en estudio.

No existe diferencia significativa entre las frecuencias alélicas y haplotipicas
presentadas por receptores y donadores, por lo que el padecer insuficiencia renal

no se encuentra relacionada con los alelos HLA.

Los alelos encontrados del sistema HLA para ambas clases presentaron una
considerable variabilidad de éstos en la poblacion de la ZMVM, puesto que sdélo
cinco del total de polimorfismos reportados y pertenecientes a HLA clase |, no se

encontraron en la poblacién.

Se encontré que los haplotipos mas frecuentes en la poblacién mestiza de la
ZMVM son aquellos reportados previamente en grupos indigenas de América, con
lo que se demuestra que la ancestria nativa americana es la mas importante en la
Ciudad de México, seguida por la representada por los haplotipos propios de la

poblacion mestiza mexicana, y so6lo un representante de haplotipo europeo.

El estudio del desequilibrio de ligamiento mostré una mayor diversidad en los
origenes del acervo genético mexicano (en cuanto a la asociacion entre los

alelos).

El equilibrio de Hardy-Weinberg no se cumple para los alelos HLA-Ay -B.
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11. PERSPECTIVAS

El presente trabajo representa un esfuerzo exhaustivo en el estudio de la genética
de poblaciones aplicada a HLA en la poblacion mestiza mexicana perteneciente a
la ZMVM, y lo convierte en un referente en el estudio de la frecuencia alélica y
haplotipica del sistema HLA, asi como en el estudio del origen o ancestria de éste
en nuestro pais. No obstante aun quedan muchas interrogantes en las que hay

que profundizar para un mayor entendimiento de lo anteriormente concluido.

En primer lugar, se deberia plantear un estudio mas detallado de la muestra con
fenotipos de moléculas del MHC en las células. Lo que se encontraria, de acuerdo
al reporte anual 2011 de la Bone Marrow Donors Worldwide (BMDW), es una
amplia diversidad de fenotipos, de hecho dicho reporte indica que México ocupa el
tercer lugar en fenotipos unicos HLA-A/-B/-DR en células madre recopiladas en la
base de datos de la BMDW (debajo de Sudafrica y la India) y el segundo en
fenotipos unicos HLA-A/-B/-DR en unidades de sangre de cordon umbilical (s6lo
después de Tailandia), en el entendido de que un fenotipo unico es aquel que sdlo
se ha presentado en un donador dentro de la base de datos de la BMDW ®*) |o
que podria significar una mala noticia para pacientes con haplotipos unicos,
puesto que resultaria mas dificil encontrar un donador HLA idéntico dentro de la
poblacién y se limitarian buscar donadores haploidénticos, lo que afectaria la

sobrevida del trasplante que, en el caso de 6rgano sélido, disminuiria.

De igual forma queda la interrogante acerca de por qué los alelos HLA clase | no
se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que invita a realizar, en primera
instancia, un estudio detallado de la homocigocidad (coeficiente de endogamia)
para los alelos HLA-A y -B, para determinar cuales son las especificidades que
contribuyen en mayor medida a esa homocigocidad. A partir de ello, quedan por
realizar estudios de asociacion gen-patégeno-morbilidad para determinar la razén

por la cual se ven favorecidos determinados alelos con respecto a otros,
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establecer si se debe por algun proceso de seleccion, y explicar a su vez el hecho

de que el HWE si se cumple para clase Il.

Con base en el analisis genético-poblacional de frecuencias alélicas vy
haplotipicas, se puede incursionar en la construccion de bases de datos y bancos
de donacion para optimizar la busqueda de donantes de 6rganos, tejidos o células
necesarios en caso de un alotrasplante, a nivel local para esta zona del pais en lo
particular -y posteriormente extenderlo a nivel nacional- y mejorar a su vez los
algoritmos de trasplante de érgano sélido para pacientes que se encuentran en
espera de donacidn cadavérica. Se debe aplicar el conocimiento de las
frecuencias alélicas y haplotipicas de la ZMVM como la probabilidad de encontrar
dentro de nuestra poblacién a donadores con determinados alelos y haplotipos
necesarios para quien requiere un trasplante, lo que hace mas probable encontrar
un haplotipo que ha presentado mayor frecuencia en dicha poblacién. Asi también,
el estudio de las frecuencias alélicas y haplotipicas podria ser util para realizar
consideraciones estratégicas en caso de no encontrarse donadores compatibles

cuando existen pacientes que presentan alelos HLA poco frecuentes.

Derivado de lo anterior, también se propone la prueba cruzada virtual [virtual PRA
(VPRA)] que correlaciona el porcentaje de especificidades (obtenidas por analisis
del HLA-PRA, HLA-Panel Reactive Antibodies) contra las cuales el paciente
presenta anticuerpos reactivos y las frecuencias de los alelos ante los cuales
muestra reactividad dentro de la poblacion a la que pertenece el paciente. Esto
perfeccionaria la busqueda de mejores candidatos, con valores de vVPRA menores,
a recibir un trasplante de cadaver o donador no relacionado, perteneciente a su
misma localidad; debido a que la probabilidad de rechazo del injerto es menor a
comparacion de los individuos sensibilizados a un mayor numero de antigenos
HLA @®,

En el caso de la poblacion mestiza del Valle de México, el encontrar alelos de
susceptibilidad a enfermedades autoinmunes, como es el caso del HLA-B*27
asociado a espondilitis anquilosante, uveitis y artritis reactiva, o el caso de HLA-
B*51 asociado a la enfermedad de Behcet, revela el posible desarrollo de la
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enfermedad a la cual estan asociados o incluso la presencia de la misma, por lo
que son los presentes resultados un punto de apoyo para la estimacion de la
cantidad de pacientes que podrian acudir a las unidades de salud y pronosticar la
cantidad de recursos destinados al diagndstico oportuno, prevencion, control y
tratamiento de dichas enfermedades, asi como la capacitacion pertinente y

adecuada del personal de salud correspondiente.

Por otra parte, la tipificacion de HLA revela rasgos polimorficos que son vistos
como marcadores de susceptibilidad o resistencia a una enfermedad o infeccion y
que ponen de manifiesto la inmunidad de nuestra poblacion a partir del
conocimiento de las frecuencias alélicas y haplotipicas, de tal forma que se tenga
previsto el cdbmo proceder ante una contingencia sanitaria que ponga en riesgo a

nuestra poblacion.

De aqui que también sea importante la divulgacién de trabajos como el presente,
enfocados hacia el personal de salud, ya que el desconocimiento del sistema HLA,
su funcién y su aplicacion clinica, influye negativamente en los tratamientos a

pacientes y la pronta recuperacion de su salud, lo que merma su calidad de vida.

Adicionalmente, el sistema HLA representa un modelo de desarrollo de la
medicina predictiva y preventiva, debido al descubrimiento de efectos secundarios
a la medicacion producidos por sales de oro, penicilamina D, tiopronina, entre
otros, que han sido relacionados recientemente a alelos o haplotipos particulares
de HLA; por lo que hasta la actualidad, se han estudiado un gran numero de
farmacos que desencadenan reacciones adversas dependientes a HLA, los mas
representativos son: la hipersensibilidad debida a la interaccion entre el abacavir y
el HLA-B*57:01, la necrosis epidérmica inducida por carbamazepina ligada a HLA-
B*15:02 y la reaccion adversa cutanea a alopurinol asociada a HLA-B*58:01,
razon por la que se ha vuelto indispensable la tipificacion de HLA antes de
comenzar el tratamiento con dichos farmacos ?*®). Por consecuencia, el presente
trabajo tiene aplicacién en estudios en el area de farmacogenética, en donde se
presta atencion los diversos alelos de interés clinico, para brindar a los pacientes
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tratamiento personalizado, asi como para estratificar el riesgo de hipersensibilidad

a farmacos de acuerdo a los alelos HLA predominantes en nuestra poblacion.

Todo esto conduce a proponer a largo plazo, el desarrollo de politicas publicas en
beneficio de los pacientes, de acuerdo a como su enfermedad lo requiera, ya sea
en el trasplante de 6rgano solido, de HSC, enfermedades autoinmunes asociadas
a HLA, posibles reacciones adversas a medicamentos, etc. Asi, solo resta para el
sistema HLA, concederle su debida importancia y apoyar el crecimiento de todas
estas incipientes perspectivas, de tal forma que se logre consolidar como una

herramienta indispensable, a la vanguardia de la medicina.
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13. ANEXOS

13.1.

N o o R N

9.

Extraccién de DNA con Kit comercial (Roche®)

. Colocar 2.0 ml de sangre total y adicionar 6.0 ml de amortiguador de lisis de

eritrocitos.

Incubar por rotacion durante 10 minutos.

Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender el boton con vortex.

Repetir del paso 1 al 4 tres veces

Anadir 1.0 ml de amortiguador de lisis de leucocitos y mezclar con vortex.
Adicionar 520 ul de amortiguador para precipitar proteinas y mezclar con
vortex.

Centrifugar a 5000 rpm durante 17 minutos.

Recuperar el sobrenadante y dividirlo en 3 tubos limpios tipo Eppendorf.

10.Precipitar con etanol absoluto en relacion 1:2 a temperatura ambiente y

mezclar cuidadosamente hasta observar el DNA.

11.Centrifugar a 12000 rpm durante 2 minutos y eliminar el sobrenadante.
12.Adicionar 1.5 ml de etanol al 70%

13.Centrifugar a 12000 rpm durante 2 minutos y eliminar el sobrenadante.

14.Secar el DNA por 30 minutos.

15.Adicionar 100 ul de agua estéril y mezclar ligeramente con vortex.

16.Leer el espectrofotémetro a 260 y 280 nm, para obtener la concentracién y

pureza del DNA.
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13.2. Procedimiento para realizar la téecnica PCR-SSO

1.

Extraer el DNA, con la cantidad apropiada de pureza (Azso2s0 > 1.6).

2. Preparar la mezcla de reaccion (Master mix) para cada par de iniciadores

especificos de locus que se va a llevar a cabo. En la PCR-SSO, uno de los
iniciadores puede estar marcado con una molécula ligadora, como la
biotina, por lo que la union del producto amplificado (amplicén) de DNA
puede ser detectada por la adicion del complejo estreptavidina-peroxidasa

de rabano.
Amplificar la mezcla de reaccion en el termociclador.

Transferir el amplicon directamente a la membrana de nitrocelulosa que

contiene las sondas de oligonucleétidos inmovilizadas.

Hibridar el DNA de la muestra marcado con la sonda de oligonucléotido. La

temperatura de hibridacion depende del tamafio y composicién de la sonda.

Lavar la membrana con amortiguador astringente para remover los

amplicones que no se unieron a las sondas.

Desarrollar la reaccion quimica de acuerdo a las sustancias quimicas
unidas a las hebras de DNA. Los dos sistemas de deteccion mas comun
son por enzimas que producen color y componentes quimioluminiscentes.
Asumiendo que los iniciadores de amplificacion son marcados con biotina,
el complejo estreptavidina-peroxidasa de rabano, y su sustrato apropiado,

produciran una reaccion de color visible.

Analizar e interpretar los resultados. Los resultados de PCR-SSO, como
cualquier otro ensayo de tipificacion de HLA, se basa en el patron de
diferenciacion. Debido al gran numero de sondas utilizadas en la tipificacién

de PCR-SSO, el analisis es asistido por un programa de computacion.
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13.3. Procedimiento para realizar la téecnica PCR-SSP

Requisitos de la muestra:

— Muestra de DNA en agua estéril con una concentracion de 75-125 ng/ul de
DNA.

— EI DNA aislado de muestras de sangre total debe recolectarse en tubos con
anticoagulante con EDTA o ACD. No use muestras heparinizadas. La
heparina puede inhibir la amplificacién del DNA (inhibe la accion de la

enzima TagDNA Polimerasa).

Programa del termociclador para el método PCR-SSP

Paso 1 1 minuto a 96°C

Paso 2, 5 ciclos de 96°C 25 segundos
70°C 50 segundos
72°C 45 segundos

Paso 3, 21 ciclos de 96°C 25 segundos

65°C 50 segundos
72°C 45 segundos

Paso 4, 4 ciclos de 96°C 25 segundos
55°C 60 segundos
72°C 120 segundos

Enfriar 4°C 15 minutos.

Procedimiento PCR-SSP
1. Descongelar el buffer de PCR congelado (un vial para cada prueba).
2. Retirar una placa de reaccion del congelador, y entibiar a temperatura

ambiente, cuidando de no dispersar el aceite de parafina mientras se corta

o retira el sello adhesivo de la placa de reaccion.

3. Retirar la Tag DNA Polimerasa del congelador de -20°C y manténgala fria

durante la configuracion.
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4. Anadir al vial de buffer para PCR, 268uL de agua y 9.3uL de Tag DNA
Polimerasa para la tipificacion de los loci AIBIDR/IDQ (placa completa para
una sola prueba) o 120 pyL de agua mas 4.8 uL de Tag DNA Polimerasa (en

caso de determinar dos /oci por placa, como DR/DQ) y mezclar con vortex.

5. Retirar 8 yl de esta mezcla y anadir al pozo de control de contaminacion de
la tipificacion individual. EI pozo de control de contaminacién es el ultimo

pozo de cada grupo de mezcla de iniciadores de la placa de reaccion.

6. Anadir 80 uL de muestra de DNA (a una concentracion de 75-125 ng/ul) a

la mezcla restante del tubo de PCR y mezclar con vortex.

7. Dispensar 8 uL en cada uno de los pozos restantes. Evitar que la punta de

la pipeta entre en contacto con el contenido del pozo.

8. Sellar la placa y someter al ciclado térmico para realizar la PCR.

Interpretacion HLA:

1. Posterior a realizar la electroforesis correspondiente, examinar el gel y

determinar las lineas positivas.

Cada linea del gel, con una muestra cargada, muestra una banda de control

excepto el pozo de control de contaminacion.

La banda de control puede o no amplificar con eficiencia cuando hay un producto
especifico debido a competencia de sustrato. Los primers de control estan
presentes en concentraciones inferiores para favorecer la reaccion del alelo

especifico.

2. La ausencia de bandas de control sin amplificacion especifica indica la
existencia de reacciones fallidas. Si se pueden determinar los alelos en
presencia de una reaccién PCR fallida, y la reaccién fallida no cambia la

asignacion del alelo, no necesita repetir la prueba.
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Si hay bandas débiles de tamarfo incorrecto de productos, no tomarlas en cuenta

si la concentracion total y la claridad de la amplificacion es buena.

Los primers no usados formaran una banda difusa por debajo de los 50 pares de

base.

3. Varios pozos tienen dos o mas tamafos posibles de productos PCR,
dependiendo del alelo presente. Consultar la tabla de especificidad de la
mezcla del primer para obtener mas informacién sobre la asignacion del

alelo.

Se recomienda el uso de la tabla de especificidades de las mezclas de iniciadores
y la lista de ambigledades suministradas con cada kit para obtener informacién

mas detallada sobre la resolucion.

Las reacciones falsas negativas pueden deberse a una amplificacion ineficiente,
mala calidad del DNA, colocacion desigual de la placa en el bloque, variaciones de
temperatura a través de los pocillos del propio termociclador o calibracion

inadecuada del termociclador.

4. Sila mezcla negativa amortiguador/Taq se anadié segun las instrucciones,
cualquier banda en esta linea es evidencia de contaminacion y los
resultados de la prueba no son validos.

5. Confirmar el tamafo aproximado del producto utilizando el formulario de

documentacion del gel o la hoja de trabajo.

6. Asignar la eleccion del segundo alelo si se necesita continuando el escaneo

de los alelos restantes como se indica anteriormente.

7. Todas las lineas requeridas para un alelo particular deben ser positivas

para asignar especificamente un alelo.
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13.4. Electroforesis en gel de agarosa.

1. Preparar el agarosa al 2% (2 g en 100 ml de TBE 1X 6 0.5X) para observar
productos de PCR.

2. Calentar la mezcla hasta disolucion.

3. Enfriar la mezcla a 60°C y agregar 2 ul de Bromuro de etidio por cada 100

ml de la mezcla de agarosa.

4. Montar la camara de corrimiento electroforético y anadir la agarosa. Evitar

la formacion de burbujas.
5. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

6. Colocar el molde con el gel en la camara de corrimiento electroforético, que

contenga TBE a la misma concentracion del TBE con el cual se preparo el

gel.

7. Colocar el de marcador de peso molecular en el pozo correspondiente para

luego agregar la muestra de acuerdo al numero de pozo indicado.
8. Programar la electroforesis a 150 mV durante 23 minutos.

9. Al término del corrimiento se observa el gel en un transiluminador UV y se

realiza la fotodocumentacion del gel.

*! Para preparar 1 litro de TBE al 10% 6 10 X: 108 g de Tris Base (Concentracion
final de 890 mM) mas 55 g de acido bdrico (Concentracion final de 890 mM) y
40 ml de EDTA-disddico a 0.5 M con un pH de 8, dH,0 c.b.p. para 1000 ml.

*2 E| uso de guantes, gafas de seguridad y cubrebocas es indispensable al

manejar el Bromuro de etidio, ya que es altamente cancerigeno. El Bromuro de

etidio debe estar en una concentracion de 10mg/ml.
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